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Influence de la biodisponibilité des nutriments sur la fixation de N, et

réponse de Crocosphaera watsonii face a la limitation en fer

Violaine Jacq

Université Pierre et Marie Curie, Laboratoire d’Océanographie et du Climat : Expérimentations et
Approches Numériques, Institut Pierre Simon Laplace (UPMC, LOCEAN, IPSL), Paris

Résumé

La fixation de N,, ou diazotrophie, est un processus biogéochimique majeur en raison de son
apport en azote nouveau dans la couche de surface de l'océan. Cependant ses facteurs de
controle restent mal connus. Le fer, dont les concentrations de surface sont faibles, est un
élément potentiellement limitant de la fixation de N, du fait du contenu en fer important de
I’enzyme responsable de ce processus : la nitrogénase. En raison de leur découverte récente, peu
d’études ont été menées sur les cyanobactéries diazotrophes unicellulaires (UCYN) pouvant étre
responsables de ~50% de la fixation de N, a I’échelle globale. Des expériences en culture ont
permis de caractériser et quantifier pour la premiére fois la réponse d’'une UCYN, Crocosphaera
watsonii, face a la limitation en fer. Lors de la diminution des concentrations en fer dans le
milieu, il a été observé une réduction de la croissance et des taux de fixation de N, de cet
organisme ainsi qu’'une stratégie d’adaptation des cellules avec une diminution de leur
biovolume. De plus, la stimulation de la croissance et de I'activité de C. watsonii cultivées en
condition de limitation en fer suite a I'ajout d’une pluie saharienne artificielle a permis de mettre
en évidence qu’une partie au moins du fer issu de poussieres désertiques est biodisponible. En
Atlantique subtropical Nord, ol nous avons déterminé une forte contribution de la fixation de N,
a la production nouvelle, nous avons observé une limitation de la fixation de N, et de la
production primaire principalement par les phosphates et mis en évidence le réle des métaux
traces dans le controle de la fixation de N,. Un ajout de pluie saharienne a permis de stimuler
systématiquement la fixation de N, et la production primaire. L'ensemble de ces résultats
participe donc a la réflexion globale sur la fixation de N, en milieu océanique et apporte des
informations sur les mécanismes responsables des interactions entre les cycles biogéochimiques
du fer, de I'azote et du carbone.

Mots clés : Fixation de N,, limitation en fer, Crocosphaera watsonii, poussieres désertiques,

Atlantique subtropical Nord, métaux traces.






Impact of nutrients bioavailability on N, fixation and response of

Crocosphaera watsonii to iron limitation

Violaine Jacq

Université Pierre et Marie Curie, Laboratoire d’Océanographie et du Climat : Expérimentations et
Approches Numériques, Institut Pierre Simon Laplace (UPMC, LOCEAN, IPSL), Paris, France

Abstract

Despite the biogeochemical importance of N, fixation, which represents the largest
source of newly-fixed nitrogen to the open ocean, some uncertainties remain about its
controlling factors. Iron (Fe) is widely suspected as a key controlling factor due to the
high Fe content of the nitrogenase complex involved in the biological N, fixation and to
its low concentration in oceanic surface seawaters. N, fixation rates associated with
unicellular N, fixing cyanobacteria (UCYN) were estimated to be ~50% of the total N,
fixation at global scale, but as they have been recently discovered few studies have been
conducted on these organisms. We performed culture experiments in order to quantify
for the first time the response of an UCYN, Crocosphaera watsonii, to Fe limitation.
Reduction of ambient Fe concentration led to significant decreases in growth rate and N,
fixation rates per cell and we observed an adaptive strategy to Fe limitation with a cell
volume reduction. Then, the enhancement of growth and activity of C. watsonii under Fe
limitation condition after artificial Saharan rain addition highlighted that at least a part of
the Fe released by the dust is bioavailable. In subtropical North Atlantic, an important
contribution of N, fixation to new production was observed and we showed that primary
production and N, fixation were globally P-limited. We revealed that trace metals play a
key role in controlling N, fixation in this area. Saharan rain addition stimulated N,
fixation, presumably by supplying these nutrients. All these results contribute to our
knowledge of the control of oceanic N, fixation and provide new insight about
interactions between Fe, nitrogen and carbon biogeochemical cycles.

Keywords: N, fixation, iron limitation, Crocosphaera watsonii, Saharan dust, subtropical
North Atlantic, trace metals
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I. Production océanique : photosynthése et phytoplancton

L'hydrosphere océanique est 'une des composantes clés du cycle biogéochimique du carbone
via l'importance des flux a l'interface air-mer de CO,, I'un des principaux gaz a effet de serre, et
sa capacité a stocker du carbone dans les sédiments a I’échelle des temps géologiques.
L’estimation du puits de carbone océanique est de 2.6 + 0.5 PgC an™ (Global Carbon Project
2013), ce qui représente environ 30 % des émissions annuelles de combustibles fossiles dans
I'atmosphere, soulignant le role central joué par I'océan dans le systeme climatique global. Ce
puits océanique de carbone est le résultat combiné des pompes de carbone physique et

biologique (Figure 1).
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Figure 1. Représentation schématique des pompes de carbone biologique et physique dans I'océan
(modifié d’apres Chisholm 2000).

La pompe physique correspond a I'absorption du CO, a l'interface air-mer contrélée par son
équilibre thermodynamique et son transport vertical dans I'océan via la circulation thermohaline

globale. La pompe biologique de carbone correspond a la transformation, dans la couche
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euphotique’, du CO, dissous en carbone organique au cours de la photosynthése. Une grande
partie de ce carbone organique est reminéralisée dans la colonne d’eau par les organismes
hétérotrophes (zooplancton et bactéries) et seule une faible fraction est piégée dans les
sédiments océaniques (environ 0.02 % du carbone organique particulaire synthétisé dans la

couche de surface (Bopp et Le Quéré 2009) (Figure 1).

La photosynthese, dont la réaction est donnée ci-dessous (réaction 1), permet la conversion de
matiére minérale dissoute en matiére organique sous I'action de I’énergie lumineuse.
hv
106CO, +16NO; + HPO3™ +122H,0 +18H* — (CH,0),,(NH3),4(H;PO,) + 1380, (Réaction1)

Dans l'océan, elle est réalisée par les organismes phytoplanctoniques, groupe taxonomique
comprenant tous les organismes planctoniques photo-autotrophes, majoritairement
unicellulaires (Falkowski et al. 2003). Cette production de carbone organique disponible pour le
reste de I'écosystéme océanique hétérotrophe représente la production primaire et dépend,
entre autres, de la disponibilité en azote et phosphore indispensables a la réalisation de la

photosynthese.

Il. ’azote dans I'océan : zones oligotrophes

La forme majoritaire de 'azote dans I'océan est le diazote (N,) dissous, représentant 94 % du
stock d’azote océanique (Gruber 2008). Mais ce N, demeure non-utilisable par la majorité de la
communauté phytoplanctonique. En effet, les formes azotées assimilables par le phytoplancton
sont principalement les formes inorganiques dissoutes comme le nitrate (NO3), le nitrite (NO,)
et 'ammonium (NH,") formant & eux trois I'azote inorganique dissous et dans une moindre
mesure certaines molécules d’azote organique dissous (Moore et al. 2002; Pustizzi et al. 2004).
Les nitrates représentent 88 % de I'azote inorganique dissous (Gruber 2008). Leurs faibles
concentrations dans la couche de surface (Figure 2A) font des nitrates I'élément limitant la
production primaire dans de vastes zones de |'océan ouvert (Capone 2000) et ce méme a
I’échelle des temps géologiques (Falkowski 1997). Ces zones océaniques pauvres en nutriments

et en biomasse phytoplanctonique sont dites oligotrophes (du grec oligos: petit ou peu

1y . N / .
définie comme la couche d’eau recevant jusqu’a 1 % de I'éclairement de surface
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nombreux et trophein: manger) ou LNLC (« Low Nutrient Low Chlorophyll »), les plus importantes

étant les grands gyres subtropicaux du Pacifique, de I’Atlantique et de I'océan Indien (Figure 2B).

WE HIE WE 12006 I50°E 1807 IS0°W1200W 90w W 0w o WE

I20°E IS0°E 180 IS°W 120°W

Figure 2. Moyenne annuelle des concentrations de surface (A) en NO3 (en uM) ( World Ocean Atlas 2009,
Garcia et al. 2010) et (B) en chlorophylle (en mg.m'a) (National Oceanic and Atmospheric Administration,
NOAA).

lll. La fixation de N, océanique

Au sein du phytoplancton marin, certaines cyanobactéries, appelées diazotrophes ou fixateurs de
N,, sont capables de réduire biologiquement le N, atmosphérique dissous dans la couche de
surface en substrat biologiquement utilisable (ammoniaque, NH;) selon la réaction ci-dessous
(réaction 2), via un complexe enzymatique spécifique: la nitrogénase, en partie codée par le géne

nifH.
N, +8H" +8¢” +16ATP — 2NH, + H, + 16ADP+16Pi (Réaction 2)

avec Pi le phosphore inorganique.
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Les cyanobactéries diazotrophes possedent donc un avantage écologique majeur par rapport au
phytoplancton non diazotrophe puisqu’elles ne peuvent pas étre limitées par la disponibilité en
azote. La fixation biologique de N, a été quantifiée a I'échelle globale pour la premiere fois en
1970 a la hauteur d’environ 20 TgN.an™" (Delwich 1970), mais les estimations les plus récentes
sont de I'ordre de 52 a 135 TgN.an' (Galloway et al. 2004; Codispoti 2007; Gruber 2008;
Monteiro et al. 2010; Luo et al. 2012; Eugster et Gruber 2012). Ce processus représente, a
I’échelle globale, environ la moitié des apports externes d’azote a l'océan (Gruber 2008 et
références internes). Dans certaines régions oligotrophes, la fixation de N, est responsable d’un
apport considérable en azote biodisponible dans la couche de surface, pouvant égaler les
apports en NO; par remontée d’eaux profondes (e.g. Capone et al. 2005). La fixation de N,
contribue ainsi jusqu’a la moitié de la production nouvelle’ dans les régions oligotrophes du
Pacifique subtropical Nord (Karl et al. 1997) et de I’Atlantique tropical Nord (Capone et al. 2005).
La fixation biologique de N, est donc un processus jouant un rble important dans le cycle
biogéochimique du carbone en raison de son apport en azote nouveau stimulant la pompe

biologique de carbone (Figure 3).
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Figure 3. Représentation schématique de la pompe biologique incluant le réle des cyanobactéries
diazotrophes (modifié, d’apres Chisholm 2000).

? Production nouvelle : production primaire réalisée a partir des apports externes d’azote a la couche
euphotique (Dugdale et Goering 1967)
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A I’échelle globale, la fixation de N, influence fortement le cycle I'azote puisqu’elle permet
d’augmenter le stock d’azote biodisponible dans I'océan et ainsi de contrebalancer, au moins en
partie, les pertes d’azote biodisponible dues aux processus de dénitrification (réaction 3) et
d’anammox (anaerobic oxydation of ammonium, réaction 4) ayant lieu dans les régions
anoxiques et suboxiques (telles les zones de minimum d’oxygéene ou OMZ) (Galloway et al. 2004;

Gruber 2004; Kuypers et al. 2005; Deutsch et al. 2007; Gruber 2008; Eugster et Gruber 2012).

C06H 75049 N1 P +104NO3 —106CO, + 60N, +H;PO, +138H,0  (Réaction 3)
NO; +NH —2N, +2H,0 (Réaction 4)

Mais le bilan du cycle océanique global de I'azote dressé a ce jour semble déséquilibré (Gruber
2008). Bien que Gruber (2004) estime la somme totale des sources d’azote a I'océan a 265 + 55
TgN.an™ (dont ~135 TgN.an issus de la fixation de N,) et la somme totale des puits a 275 + 55
TgN.an™ (dont ~245 TgN.an" liés aux processus de dénitrification et d’anammox), le bilan
présenté par Codispoti (2007) est par conte fortement déficitaire (d’environ 200 TgN.an™).
Néanmoins, dans tous les bilans actuels, les pertes excédent toujours les gains, ce qui est
généralement attribué a une surestimation du processus de dénitrification ou une sous-
estimation de la fixation de N, (Codispoti et al. 2001 ; Gruber 2008). A I'heure actuelle, il existe
de fortes incertitudes dans I'estimation globale et régionale des flux de fixation de N,
notamment en raison du sous-échantillonnage de vastes régions de I'océan, tel I'océan Indien

(Figure 4, Luo et al. 2012).

pmolN.m=2j1

1000

100
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Figure 4. Moyennes géométriques des taux de fixation de N, intégrés sur la profondeur (en umolN.m'z.j'1
selon une échelle logarithmique). Les triangles noirs correspondent a des stations explorées mais
présentant des valeurs indétectables. (Luo et al. 2012, Creative Commons Attribution 3.0 License).
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IV. Les acteurs de la fixation de N, océanique

La fixation de N, est un processus exclusivement réalisé par des organismes procaryotes et on
considere a I'heure actuelle qu’il est majoritairement effectué dans |‘océan par les
cyanobactéries diazotrophes, seuls organismes phototrophes capables réaliser la fixation de N,
dans la couche de surface (Zehr 2011). Néanmoins, I'expression du géne nifH a été récemment
mise en évidence dans l'océan chez des bactéries hétérotrophes (Church et al. 2005a),
notamment certaines protéobactéries appartenant aux groupes phylogénétiques a, B, y et &
(Langlois et al. 2008; Yogev et al. 2011; Farnelid et al. 2011) et dans une moindre mesure chez
certaines archaebactéries (Riemann et al. 2010). Les cyanobactéries diazotrophes marines
peuvent étre divisées selon deux types morphologiques majeurs: les cyanobactéries
diazotrophes filamenteuses et les cyanobactéries diazotrophes unicellulaires (ou UCYN) (Zehr

2011). L'existence de ces derniéres a été mise en évidence récemment (Zehr et al. 1998; 2001).

IV.1. Les cyanobactéries diazotrophes filamenteuses

Certaines cyanobactéries diazotrophes filamenteuses, du genre Richelia ou Calothrix, vivent
uniquement en symbiose avec des diatomées (Foster et Zehr 2006) et fournissent ainsi a leur
hote une source d’azote assimilable (Foster et al. 2011). Ces organismes restent actuellement
peu étudiés et sont ainsi mal connus (Thompson et Zehr 2013). Les cyanobactéries filamenteuses
non symbiotiques sont représentées essentiellement par les genres Trichodesmium spp. (Figure
5) comprenant les espéces T. thiebauthii et T. erythraeum. et Katagnymene spp. (Lundgren et al.
2001). Leurs cellules sont réunies en trichomes (assemblage de cellules formant un filament

recouvert d’une gaine mucilagineuse) (Figure 5).
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Figure 5. (A) Colonies de Trichodesmium sous forme de « tufts » (3 gauche) et de « puffs » (a droite).
Photo : MIT/WHOI Joint Program student Abby Heithoff. (B) Photographie de trichomes isolés de
Trichodesmium sp. observés au microscope électronique a balayage (Roe et al. 2012, avec la permission de
John Wiley and sons, licence n° 3403140765943 ).

Alors que seuls des trichomes isolés ont été observés pour Katagnymene spp. (Lundgren et al.
2001), la cyanobactérie Trichodesmium spp est généralement présente dans le milieu naturel
sous forme de colonies, appelées « tufts » ou « puffs » selon leur forme (Figure 5). La longueur
d’un trichome de T. erythraeum varie de 100 a 1000 um (Berman-Frank et al. 2007), ce qui place
cet organisme dans la classe du micro-phytoplancton. De plus, Trichodesmium spp. peut former
de vastes efflorescences, s’étendant sur plusieurs kilométres et pouvant ainsi étre détectées par
satellite (Dupouy et al. 2000). Cette facilité d’observation en a fait la cyanobactérie diazotrophe

marine la plus étudiée a ce jour.

IV. 2. Les cyanobactéries diazotrophes unicellulaires

L’évolution des techniques de biologie moléculaire de ces dernieres années et notamment
I'utilisation de I'amplification du géne nifH, ont permis de découvrir d’autres cyanobactéries
diazotrophes, plus petites que Trichodesmium spp.: les UCYN. L’activité de fixation de N, chez
des cyanobactéries unicellulaires de taille inférieure a 10 um a été mise en évidence par I'équipe
de Jonathan Zehr (Zehr et al. 1998; 2001). Ces UCYN sont regroupées dans 3 groupes
phylogénétiques distincts : groupes A, B et C et seront notées UCYN-A, UCYN-B et UCYN-C par la

suite (Figure 6).
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Les UCYN-A (Figure 6), non isolées et donc non cultivées a ce jour, constituent un groupe original
du fait de leurs caractéristiques physiologiques uniques. En effet, ces cyanobactéries
appartenant a la classe du pico-phytoplancton (0.7 a 1 um de diametre, Goebel et al. 2007) sont
dépourvues de phycoérythrine (le pigment caractéristique des cyanobactéries) et de
photosystéeme Il (Zehr et al. 2008; Tripp et al. 2010). Cette derniére caractéristique fait de ces
organismes des photo-hétérotrophes, ayant donc besoin d’une source de carbone organique. Il a
été supposé que la symbiose avec d’autres organismes autotrophes, fortement suspectée
comme obligatoire, permettrait de couvrir ses besoins en matiéere organique (Tripp et al. 2010).
Trés récemment, Thompson et al. (2012) ont mis en évidence la symbiose entre une UCYN-A et

une haptophyte unicellulaire.

UCYN-A UCYN-B UCYN-C
Crocosphaera watsonii TW3
WH8501

@@

(@)

0 o

Figure 6. Photographie prise au microscope d’une UCYN-A hybridée avec une sonde fluorescente (Le Moal
et al. 2011, Creative Commons Attribution 3.0 License), de Crocosphaera watsonii souche WH8501 (UCYN-
B, Webb et al., 2009, avec la permission de John Wiley and sons, licence n°3403161270130) et de TW3
(UCYN-C, Taniuchi et al., 2012, avec la permission de John Wiley and sons, licence n° 3325410092108).

Le deuxiéme groupe, les UCYN-B (Figure 6), s’apparente a |'espéce Crocosphaera watsonii (Zehr
et al. 2001), appartenant a la classe du nano-phytoplancton (de 2 a 6 um de diametre, Webb et
al. 2009). C. watsonii est actuellement 'UCYN présente dans I'océan ouvert la plus étudiée car
elle en a été jusque tres récemment le seul représentant disponible en culture. Une souche de
cette espece (WH8501) a été isolée et décrite pour la premiére fois il y a une vingtaine d’années
par Waterbury et Rippka (1989). Depuis, plusieurs souches présentant des différences en termes
de taille ont été isolées (Webb et al. 2009). Malgré ces différences, il semble exister au sein de ce

groupe une trés faible diversité génomique (plus de 99 % de similitude, Zehr et al. (2007a)).

Enfin, le troisieme groupe, les UCYN-C, appartenant également a la classe du nano-

phytoplancton, comprend principalement des organismes isolés en milieu cotier (telles
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Cyanothece sp. ATCC 51142 ou BG 043511, Zehr et al. 2005). A ce jour, seule une souche a été
isolée dans 'océan ouvert: TW3 (Figure 6), isolée tres récemment dans le courant de Kuroshio
(branche Ouest du gyre Pacifique subtropical Nord, Taniuchi et al. 2012). 'UCYN TW3, de forme

allongée, mesure entre 2.5 et 3um de large et entre 4 et 6 um de long.

IV.3. Différentes stratégies de séparation de la fixation de N, et de la photosynthése au

sein des cyanobactéries diazotrophes marines

L'activité de la nitrogénase est inhibée en présence d’oxygene, ce qui fait de la fixation de N, un
processus anaérobie strict. Cela oblige donc les diazotrophes photosynthétiques a développer
différentes stratégies afin de séparer la fixation de N, du processus de photosynthése dont
I’oxygéne est un sous-produit obligatoire ; cette séparation temporelle et/ou spatiale entraine un
co(t énergétique supplémentaire (Karl et al. 2002; Vitousek et al. 2002). Afin de pallier a cet effet
inhibiteur de I'oxygene, les cyanobactéries filamenteuses symbiotiques possedent des cellules
spécialisées dans la fixation de N, appelées hétérocystes (Figure 7). Il s’agit de cellules
anaérobies du fait de I'absence de photosystéemes, exprimant la nitrogénase et constituées d’une

membrane empéchant la diffusion de I'oxygéne (Bothe et al. 2010).

Richelia intracellularis / Rhizosolenia

hétérocystes

Figure 7. Photographie (A) de la diatomée Rhizosolenia sp. et de son symbiote diazotrophe R. intracellularis
et (B) de la diatomée Hémiaulus sp.et de son symbiote diazotrophe Richelia intracellularis apparaissant en
fluorescence en orange.
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La fixation de N, chez les cyanobactéries hétérocystées est ainsi effectuée durant la
photopériode, de concert avec la photosynthése (Figure 8). De trés rares cyanobactéries
filamenteuses a hétérocystes non symbiotiques ont été observées dans I'océan ouvert, telle

Anabaena gerdii (Carpenter et Janson 2001).

Chez les diazotrophes filamenteux non hétérocystés, tels Trichodesmium spp., la fixation de N,
est réalisée durant la période lumineuse, malgré la production d’oxygéne liée a la photosynthese
(Berman-Frank et al. 2001a; LaRoche et Breitbarth 2005). La stratégie employée par cet
organisme afin de protéger la nitrogénase des dommages irréversibles liés a I'oxygéne est alors

une séparation a la fois spatiale et temporelle des deux processus (Figure 8).
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Figure 8. Représentation schématique des différents types de morphologie et de stratégie d’adaptation
des cyanobactéries diazotrophes marines (filamenteux hétérocystés, filamenteux non hétérocystés et
UCYN). La coloration blanche des cellules indique la localisation de la nitrogénase. Sur les graphiques, sont
indiquées les activités de photosynthése (trait plein) et de fixation de N, (trait pointillé) pour un cycle
jour:nuit de 12h:12h. D’apres Berman-Frank et al. 2007 (Copyright 2014 by the Association for the Sciences
of Limnology and Oceanography, Inc.).

Berman-Frank et al. (2001a) ont montré, chez T. erythraeum, I'existence d’un pic d’activité de la
nitrogénase corrélé a une baisse de l'activité photosynthétique et une augmentation de la

consommation d’oxygene, approximativement au milieu de la période lumineuse. Ces auteurs
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ont également mis en évidence le fait que, malgré I'absence d’hétérocystes et une capacité de
photosynthese dans toutes les cellules, certaines d’entre elles, appelées diazocytes, peuvent
moduler leur production et consommation d’oxygene afin de se spécialiser dans la fixation de N,

(Fredriksson et Bergman 1997) (Figure 9).

N

diazocytes

Figure 9. Trichomes de T. erythraeum avec fluorescence de la protéine codée par le gene nifH due a un
anticorps anti-nifH couplé a un composé fluorescent bleu, permettant de mettre en évidence les
diazocytes (birgittabergman.wordpress.com consulté le 03/07/14).

Les UCYN-B et -C ne pouvant pas effectuer de séparation spatiale entre la fixation de N, et la
photosynthése du fait de leur morphologie, elles utilisent une stratégie de séparation
temporelle. Ainsi, ces organismes effectuent une fixation de N, nocturne (Tuit et al. 2004; Church
et al. 2005b; Needoba et al. 2007; Taniuchi et al. 2012; Brauer et al. 2013), conjointement a la
respiration cellulaire (GroRkopf et Laroche 2012) (Figure 8). Les UCYN-A, photo-hétérotrophes,
ne produisent pas d’oxygéne du fait de I'absence du photosystéme Il et peuvent donc effectuer
leur fixation de N, de jour (Church et al. 2005a; Zehr et al. 2007b; Zehr 2011). Il existe donc des
différences physiologiques au sein des UCYN qui entrainent la nécessité de ne pas les considérer

comme un seul groupe homogeéne.

1V.4. Distribution spatiale des cyanobactéries diazotrophes marines

Les données actuelles de la répartition spatiale de ces trois grands ‘types’ de cyanobactéries
diazotrophes (filamenteux non hétérocystés représentés par Trichodesmium spp., UCYN et

symbiotes diazotrophes-diatomées) dans I'océan ouvert montrent une distribution limitée aux
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zones tropicales et subtropicales, avec une coexistence des trois ‘types’ souvent observée (Zehr

2011) (Figure 10).

{A) Symbiotes diazotrophes/diatomées (B) Trichodesmium spp.

@ Détectées . Détectées mais non quantifiables . Observations microscopiques

Clonage et séquencage @ Non détectées

Figure 10. Observations de la distribution des trois « types » majeurs de cyanobactéries diazotrophes dans
I’'océan ouvert: (A) symbiotes diazotrophes/diatomées, (B) Trichodesmium spp. et (C) UCYN. La détection a
principalement été effectuée par une méthode de biologie moléculaire de polymérisation en chaine
quantitative du gene nifH (qPCR, points rouges, roses lorsque les séquences observées ont été clonées et
séquencées, ou verts lorsqu’il a eu détection mais a de trop faible concentration pour pouvoir effectuer
une quantification). Les points noirs correspondent a des échantillonnages pour lesquels les
cyanobactéries n’ont pas été détectées et les bleus a une détection par observations microscopiques (Zehr
2011, avec la permission de John Wiley and sons, licence n°3403171243667).

IV.5. Importance biogéochimique des UCYN

Trichodesmium spp. a longtemps été considérée comme |'organisme diazotrophe dominant et
responsable de la majorité de la fixation de N, dans I'océan global (Capone et al. 1997). Mais
depuis la découverte des UCYN, cette vision a été remise en question et ces cyanobactéries

pourraient étre responsables d’une grande part de la fixation océanique de N,. Il a récemment

36



Introduction générale : contexte scientifique et état de I'art

été montré de forts taux de fixation de N, dans la fraction de taille inférieure a 10 ou 20 um dans
laquelle des UCYN ont été détectées et pouvant étre a I'échelle régionale égaux voir supérieurs a
ceux de Trichodesmium spp. (Falcdn et al. 2004; Montoya et al. 2004; Biegala et Raimbault 2008).
Dans le Pacifique Equatorial OQuest, Bonnet et al. (2009) ont mesuré des taux de fixation de N,
associés aux diazotrophes de taille inférieure a 10 um qui représentent 75 % de la fixation totale
de N,. De récents travaux de modélisation ont permis d’appuyer cette importance des UCYN
dans la fixation océanique de N, a I’échelle globale avec une contribution équivalente des UCYN
(49 %) et des filamenteux du genre Trichodesmium (43 %) a la fixation totale de N, ; les 8 %

restant étant attribués aux diazotrophes symbiotes de diatomées (Monteiro et al. 2010).

V. Les facteurs de controle de la fixation de N, océanique

La variabilité spatiale des flux de fixation de N, (Luo et al. 2012) (Figure 4) et de I'abondance
relative des génes nifH associée aux diverses cyanobactéries diazotrophes (Zehr 2011) conduit a
s’interroger sur le role des conditions environnantes, telles que la température, l'intensité
lumineuse et les concentrations en macronutriments (phosphate) et micronutriments (fer),

comme facteurs de contréle de la fixation de N, océanique et de la croissance de ces organismes.

V.1. La température et I’intensité lumineuse

Des études menées sur des cultures d’'UCYN-B et -C et de Trichodesmium spp., montrent que la
croissance et les activités de fixation de N, de ces organismes sont restreintes a un intervalle de
température allant d’environ 20°C a 35°C (Falcdn et al. 2005; Breitbarth et al. 2007; Webb et al.
2009; Brauer et al. 2013; Fu et al. 2014). Ces résultats sont confirmés par la distribution spatiale
des cyanobactéries diazotrophes (filamenteux et UCYN-A, -B, -C) et de la fixation de N,
restreintes aux zones tropicales et subtropicales la ou la température est supérieure a 20°C
(LaRoche et Breitbarth 2005; Langlois et al. 2008; Stal 2009 ; Moisander et al. 2010; Zehr 2011;
Luo et al. 2012; Agawin et al. 2013) (Figures 4 et 10).

Dans [I’Atlantique Nord, les UCYN-A dominent les eaux plus froides de I'est du bassin
(température minimale de 20 a 25°C), les diazotrophes filamenteux, comme Trichodesmium spp.
et les UCYN-C ont plutot été observés dans des eaux plus chaudes a I'ouest du bassin (> 24°C) et
la présence des UCYN-B a été relevée dans une plus large gamme de température (de 19 a 28°C)

(Langlois et al. 2008; Goebel et al. 2010). De méme, dans le Pacifique (sub)tropical Sud, les
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distributions relatives des UCYN-A, -B et Trichodesmium spp. sont contrélées par la température,
avec la aussi une abondance maximale des UCYN-A a des températures moins élevées (~24°C)

que pour les UCYN-B ou Trichodesmium spp. (~29°C) (Moisander et al. 2010).

Une hypothese proposée pour expliquer ce contréle de la température sur les cyanobactéries
diazotrophes est que ces organismes sont restreints aux eaux chaudes du fait de la plus faible
solubilité de I'oxygene et de plus forts taux de respiration permettant aux cellules de maintenir
des conditions intracellulaires anoxiques afin de protéger la nitrogénase (Stal 2009). Les UCYN-A
ne produisant pas d’oxygéne via la photosynthése semblent donc moins fortement soumises a

cette contrainte de température.

Des études sur cultures ont également montré une dépendance du taux de croissance de T.
erythraeum (Breitbarth et al. 2008) et C. watsonii (Goebel et al. 2008; Fu et al. 2014) a I'intensité
lumineuse disponible pour la photosynthése (PAR, photosynthetic available radiation) jusqu’a
des valeurs ~200 pmol m™?s™. Luo et al (2014) ont effectué une évaluation des facteurs de
contréle environnementaux de la fixation de N, océanique a I'échelle globale en utilisant leur
base de données publiée en 2012 (Luo et al., 2012). Il ressort de cette analyse statistique que la
variation des taux de fixation de N, a I'échelle globale est en premier lieu expliquée par
I'irradiance solaire, puis par les variations de température de surface, ces deux parameétres étant
liés dans le milieu naturel (Luo et al. 2014). Ces parameétres semblent donc contraindre le

développement et la fixation de N, des cyanobactéries aux eaux chaudes des faibles latitudes.

V.2. Le phosphore

Le transport d’électrons au sein de la nitrogénase permettant la réduction de N, en NH; entraine
une consommation de 16 molécules d’adénosine triphosphate (ATP) pour 1 molécule de N, fixée
(réaction 2) (Howard et Rees 1996; Seefeldt et al. 2009). L'ATP étant fournie lors de la respiration
des hydrates de carbone produits durant la photosynthese, la fixation biologique du N, conduit a
une photosynthese accrue afin de soutenir le fort colt énergétique de ce processus. Les besoins
des diazotrophes en phosphore, élément clé de la synthése de I’ATP, sont donc important, or les
phosphates sont présents a de faibles concentrations dans la majeure partie de I'océan ouvert de
surface (moins de 1 uM, Sarmiento et Gruber 2006; Garcia et al. 2010: World Ocean Atlas 2009),
ce qui en fait un élément potentiellement limitant de la fixation de N,. Il a en effet été montré
gu’une diminution des concentrations ambiantes en phosphates affectait le taux de croissance et

I'activité de fixation de N, de Trichodesmium en culture (Mulholland et al. 2002; Mulholland et
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Bernhardt 2005; Fu et al. 2005; Spungin et al. 2014). Concernant les UCYN, seule une étude en
laboratoire a permis de mettre en évidence une limitation de la croissance de C. watsonii (UCYN-

B) par la disponibilité des phosphates (Dyhrman et Haley 2006).

Du fait de sa capacité a absorber plusieurs formes de phosphore organique dissous
(phosphomonoesters et phosphonates) (Dyhrman et al. 2006) T. erythraeum semble plus adapté
aux milieux pauvres en phosphates que C. watsonii qui posséde la capacité d’hydrolyser les

phosphomonoesters mais ne peut pas absorber les phosphonates (Dyhrman et Haley 2006).

Ces résultats sont en accord avec la mise en évidence d’une limitation de la fixation de N, par les
phosphates dans I'océan Atlantique tropical Nord (Safiudo-Wilhelmy et al. 2001) ainsi qu’en
Méditerranée (Ridame et al. 2011) et d’une limitation de la croissance de Trichodesmium spp.
par les phosphates dans le Pacifique tropical Nord (Karl et al. 1992) et Sud (Moutin et al. 2005) et
également dans I’Atlantique tropical Nord (Sohm et al. 2008). Enfin Turk-Kubo et al. (2012) ont
récemment mis en évidence une stimulation de I'expression du gene nifH des UCYN-A et -B aprés

ajout de phosphates dans des microcosmes dans I’Atlantique tropical Nord-Est.

V.3. Le fer

Les besoins photosynthétiques accrus dus a I'activité de diazotrophie entrainent également une
augmentation des besoins en fer, qui est un cofacteur de plusieurs enzymes mises en jeu durant
la photosynthése. A ces besoins en fer, se rajoutent ceux liés a la synthése du complexe
protéique nitrogénase, constituée de 38 a 50 atomes de fer (Kustka et al. 2003a; Howard et Rees
2006 ; Kiipper et al. 2008; Whittaker et al. 2011). L’activité de diazotrophie chez T. erythraeum
génere des besoins importants en fer, mobilisant jusqu’a 50 % du fer intracellulaire, alors qu’en
présence de NH," la réduction du taux de fixation de N, implique qu’environ 80 % du fer
intracellulaire est dédié a la photosynthese (Kustka et al. 2003b). De nombreuses études ont
montré que le fer contrdle la croissance et la fixation de N, chez Trichodesmium sp. en culture
(e.g. Rueter et al. 1990; Berman-Frank et al. 2001b ; Bucciarelli et al. 2013; Rochelle-Newall et al.
2014). Berman-Frank et al. (2001b) ont suggéré que Trichodesmium pourrait étre limité par le fer
dans 75 % de I'océan global. Du fait de leur récente découverte, tres peu d’études concernant
I'impact de la limitation en fer chez les UCYN ont été menées a ce jour. Une étude concernant
I'UCYN Cyanothece WH8904, isolée en zone cétiere, a mis en évidence une faible diminution du
taux de croissance en conditions de limitation en fer, mais aucun impact sur le taux de fixation de

N, (Berman-Frank et al. 2007). Concernant les UCYN océaniques, il a seulement été montré une
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diminution des taux de croissance et de fixations de N, dans une culture de C. watsonii limitée en
fer (une seule concentration en fer) par rapport a une culture non-limitée (Fu et al. 2008). Cela
souligne le manque important de données concernant les facteurs de contréle des UCYN. Dans
I'océan ouvert, le réle limitant du fer chez les cyanobactéries diazotrophes est renforcé du fait
des tres faibles concentrations en fer dissous dans la couche de surface (0-100m), inférieures a
~1 nM (Figure 11, Toulza et al. 2012). De plus, plus de 99 % de cette fraction se trouve sous
forme complexée a des ligands organiques (Gledhill et Van Den Berg 1994; Rue et Bruland 1995)
dont la biodisponibilité reste aujourd’hui tres mal connue (Hunter et Boyd 2007; Shaked et Lis

2012).

60S
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180 120W 60W 0 60E 120E 180
Longitude

Figure 11. Moyennes annuelles des concentrations de surface (0-100m) en fer dissous (dFe, en nM) issues
du modéle NEMO-PISCES (Toulza et al. 2012, Creative Commons Attribution 3.0 License).

De récentes expériences en microcosmes enrichis en fer réalisées dans le Pacifique (sub)tropical
Sud ont montré que l'abondance des UCYN est controlée par la biodisponibilité en fer
(Moisander et al. 2012). Les apports atmosphériques d’origine désertique étant la principale
source de fer a I'océan ouvert (Jickells et al. 2005; Moore et Braucher 2008), ils pourraient
contréler l'intensité de la fixation de N, (Falkowski 1997). Par exemple, dans I'Atlantique
(sub)tropical Sud, recevant de faibles apports en fer issus des poussiéres désertiques le taux de
fixation de N, et I'abondance de Trichodesmium spp. sont plus faibles que dans I’Atlantique

(sub)tropical Nord, fortement soumis a ces apports éoliens (Moore et al., 2009).
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Falkowski (1997) a suggéré que la limitation de la fixation de N, par le fer pourrait limiter
|"absorption de CO, atmosphérique dans I'océan actuel via la production primaire. De plus, selon
Falkowski (1997), I'augmentation du dép6t de poussiéres atmosphériques d’origine désertique
riches en fer a la surface des bassins océaniques centraux lors du dernier maximum glaciaire (-
18 000 ans) aurait permis de stimuler la fixation de N, dans les zones LNLC. Cela aurait entrainé
une augmentation du stock d’azote biodisponible stimulant ainsi la production nouvelle, ce qui
aurait intensifié la pompe biologique de carbone et contribué a la diminution de la teneur
atmosphérique en CO, (Falkowski 1997). Mais l'influence de la fixation de N, sur les grands
bouleversements climatiques historiques a ensuite été fortement nuancée (Gruber 2004).
L'hypothese de Falkowski pose en effet, implicitement, le postulat que seul le fer serait I'élément
limitant la fixation de N, océanique a I'échelle globale. Or, comme nous venons de le voir, le
phosphore peut également jouer un réle clé dans le contréle de la fixation de N, et dans
certaines régions océaniques, il a été montré que le P et le Fe sont co-limitants de ce processus

(Mills et al. 2004).

VI. Objectifs de la these

Ainsi, malgré I'importance biogéochimique du processus de fixation de N, sur les cycles du C et
du N, des inconnues subsistent, notamment en ce qui concerne ses facteurs de contréle. La
découverte récente des capacités de fixation de N, chez certaines cyanobactéries unicellulaires a
fait émerger de nouvelles questions a ce sujet. Les UCYN contribuent de facon importante a la
fixation de N,, mais les facteurs environnementaux contrélant leur croissance et leurs activités
de diazotrophie restent peu connus. L'importance du fer dans la fixation de N, a conduit a de
nombreuses études chez Trichodesmium spp. mais I'impact de sa biodisponibilité sur la

croissance et I'activité des UCYN n’a jamais été caractérisé.

Le premier objectif de ma thése a donc été de déterminer et de quantifier la réponse
physiologique d’'une UCYN océanique a la limitation en fer.

Pour cela une approche expérimentale a été choisie, avec la mise en place de cultures du
représentant des UCYN le plus étudié : Crocosphaera watsonii (UCYN-B). Les résultats de cette
expérience présentés dans le chapitre 1 ont permis de déterminer et quantifier I'impact de
plusieurs concentrations en fer sur différents paramétres physiologiques (croissance, volume
cellulaire, contenus cellulaires en carbone, azote et chlorophylle a) et sur les taux de fixation de

NZ et de COZ
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Afin d’appréhender le réle biogéochimique des UCYN dans I'océan et de mieux comprendre le
role joué par le fer comme facteur de contréle, il est important de connaitre leur réponse face a
un apport en fer issu de I'une des plus importantes sources a I'océan: les poussiéres désertiques.
Pour cela le deuxieme objectif de ma thése a été de d’étudier la réponse de C. watsonii a un
apport en fer issu de la dissolution de poussiéres désertiques et de déterminer si le fer libéré
par un tel apport est biodisponible pour cette UCYN.

Une deuxieme expérience en culture a été spécifiquement mise en place pour répondre a cet
objectif et a permis d’observer la réponse physiologique de C. watsonii en culture en condition
de limitation en fer lors de I'ajout d’une pluie saharienne. Les résultats de cette expérience sont

présentés dans le chapitre 2.

Dans le but d’améliorer notre compréhension des facteurs de contrdle de la fixation de N, il est
important de comprendre les limitations de ce processus par les éléments nutritifs tels que le fer
mais également les phosphates et le role pouvant étre joué par les métaux traces, trés peu
connu a ce jour. L'Atlantique subtropical Nord-Est constitue pour cela une région d’étude
intéressante puisque les taux de fixation de N, et la production primaire y sont relativement

faibles alors gu’elle est soumise a d’'importants apports atmosphériques, source de fer.

Le troisieme objectif de ma thése a ainsi été (i) de déterminer I'importance biogéochimique et
les variations spatiales a fine échelle de la fixation de N, et de la production primaire dans
I’Atlantique subtropical Nord-Est ainsi que la contribution de la fixation de N, a la production
primaire et a la production nouvelle, (ii) de caractériser les facteurs de contrdle de ces deux
processus et (iii) de mesurer I'impact des apports atmosphériques d’origine désertique sur ces
deux processus.

Pour cela des expériences en microcosmes présentées dans le chapitre 3 ont été réalisés lors de
la campagne STRASSE (Pl : Gilles Reverdin, LOCEAN) menée en Ao(t et Septembre 2012 en
Atlantique subtropical Nord. Ces expériences ont permis de mesurer la production primaire et la
fixation de N, journaliere et nocturne en surface. Elles ont également permis de mesurer la
fixation de N, et la production primaire lors d’ajouts d’éléments potentiellement limitants

(phosphates, fer et métaux traces) ou lors d’apports sahariens simulés.
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Méthodologie des expériences en culture au laboratoire

Cette section présente seulement la méthodologie commune aux expériences en laboratoire
présentées chapitres 1 et 2. Les protocoles expérimentaux spécifiques a chacune de ces
expériences notamment en ce qui concerne la finalisation de la préparation des milieux de
culture, sont présentés au début des chapitres leurs correspondants. La méthodologie des
expériences en mer est intégralement décrite au début du chapitre 3, présentant ces

expériences.

I. Manipulations en conditions « ultra-propres » au laboratoire

Le fer est présent de fagon ubiquiste dans notre environnement. |l est donc indispensable de
prendre de nombreuses précautions au laboratoire afin d’éviter toute contamination en fer due
aux poussieres présentes dans |'air, ou apportées par lI'expérimentateur. Ces précautions
consistent a travailler de facon systématique avec des techniques dites « ultra-propres ». Ainsi,
toutes les manipulations ont été effectuées dans un laboratoire propre en surpression, dont I'air
entrant est préalablement filtré (filtre H14) afin de minimiser la quantité de particules présentes
et sous une hotte a flux laminaire stérile classe 100 exempte de métaux (ADS laminaire®, Figure

12).
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Figure 12. Hotte a flux laminaire classe 100 utilisée pour les expériences de laboratoire

De I'eau ultra-pure (résistivité 18.2 MQ.cm™, purificateurs Millipore® Elix 5 et synergy®) a été
utilisée pour la préparation des réactifs et du milieu de culture. Les flacons utilisés dans
I’ensemble des expérimentations de laboratoire et de terrain étaient en polycarbonate (PC) ou
en polyéthyléne a haute densité (HDPE). Tout le matériel a été systématiquement lavé selon le

protocole suivant :
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trois ringages a I’eau ultra-pure

- trempage une semaine dans de I'eau-ultra pure acidifiée a 5 % en volume (HCI, qualité pour
analyses HPLC)

- trois rincages a I’eau ultra-pure

- trempage une semaine dans de I'eau-ultra pure acidifiée a 5 % en volume (HCI, qualité
suprapur®, Merck-Millipore®)

- trois rincages a I’eau ultra-pure

- séchage sous la hotte a flux laminaire

Le matériel propre a ensuite été stocké dans des sacs en plastique hermétiques avant son

utilisation.

De plus, afin de minimiser la présence de bactéries dans les cultures, tout le matériel entrant en

contact avec le milieu de culture stérile ou les cultures elles-mémes a été stérilisé par

autoclavage pendant 20 min a 120°C, dans un double sac afin d’éviter toute contamination

métallique due a la structure de l'autoclave elle-méme. Toute manipulation impliquant

I'utilisation de matériel stérile a ensuite été réalisée sous la hotte a flux laminaire stérile. Afin de

tester une éventuelle contamination en fer liée a I'autoclavage, des mesures de fer total dans de

I'eau ultra-pure avant et aprés autoclavage ont été réalisées au LISA (Laboratoire

Interuniversitaire des Sciences de I'Environnement, en collaboration avec Karine Desboeufs) par

Spectrométrie d’Emission Atomique avec source Plasma a couplage inductif (ICP-AES). Les

concentrations étaient indétectables avant et aprés autoclavage (limite de détection de 0.9 nM).

Il. Choix de I'espéce étudiée

L’espéce étudiée ici est I'UCYN-B Crocosphaera watsonii WH8501 (Figure 13) mesurantde 2 a 5
um de diametre (Goebel et al. 2008; Webb et al. 2009), isolée pour la premiére fois par John
Waterbury (Waterbury et Rippka 1989) dans I'océan Atlantique sud (28°S 43°W). La souche
non-axénique, cultivée au laboratoire a été fournie par Sophie Bonnet (Mediterranean Institute
of Oceanography, Marseille). Il s’agissait, du début de mes travaux de thése, de la seule espece
d’UCYN isolée dans I'océan ouvert disponible en culture. La souche WH8501 reste la plus
étudiée au sein des UCYN ce qui permet de comparer les résultats obtenus lors de ces travaux

avec ceux publiés dans la littérature.
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Figure 13. Photographie de C. watsonii WH8501 observée au microscope électronique a balayage (Zehr et
al. 2001, avec la permission de John Wiley and sons, licence n°3403171243667).

Ill. Préparation du milieu de culture sans fer-EDTA

Le milieu de culture YBCII décrit par Chen et al. (1996) est le milieu de culture spécifique des
cyanobactéries diazotrophes. En effet, il est dépourvu de toute source d’azote inorganique
dissous permettant de forcer la fixation de N, chez ces organismes. Ce milieu a été élaboré pour
une croissance optimale des cellules (Chen et al. 1996) ; il est composé de sels, de vitamines,
d’un mélange de métaux traces (dont 410 nM de fer), de phosphates et d’un agent complexant
de ces métaux : I'éthyléne diamine tétra-acétique (EDTA) a 2 uM. La composition de ce milieu a
été modifiée afin de (i) faire varier les concentrations ambiantes en fer (pour une concentration
en EDTA constante, cf. chapitre 1) et (ii) de modifier la nature de I'agent complexant (oxalate a la
place de 'EDTA, cf. chapitre 2). Les concentrations en fer ajoutées ainsi que celles de I'agent
complexant sont présentées dans les sections Il.1 du chapitre 1 et Ill.3 du chapitre 2. La
composition de base du milieu, sans fer et sans agent complexant et utilisé dans toutes les
expérimentations sur culture, est présentée dans le tableau I. Prés de 70 % de la masse des
produits chimiques utilisés pour la préparation du milieu de culture étaient de qualité Suprapur®.
La préparation des milieux de culture spécifiques des expérimentations présentées aux chapitres

1 et 2 est détaillée dans les sections II.1 et .1 de ces chapitres respectifs.
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Tableau I. Composition de base du milieu YBCII, sans fer et sans agent complexant (modifié d’aprés Chen et

al. 1996).
Type de composé Nom du compose Concentration (moI.L'l)
NaCl 4.210"
KCl 1107
MgCl, 2107
Sels 2
caCl, 110
MgSO0, 2.510°
KBr 9.710"
H3BO; 5.810"
srcl, 6.5107
NaF 710°
Licl 2.510”
Thiamine 2.96.10”
Vitamines Biotine 2.0510°
B, 3.6910"
Mn 210°
Zn 410°
Métaux Co 2.5107
Mo 1.110°
Cu 110°
Carbone inorganique NaHCO; 2.510°
Nutriment KH,PO, 210”

IV. Cultures de Crocosphaera watsonii WH8501

Les expériences sur cultures ont été menées en milieu fermé (ou «batch »), c’est-a-dire sans
entrée ni sortie de milieu de culture, a I'inverse de la culture continue en chemostat. La courbe
de croissance caractéristique de cellules cultivées selon cette méthode peut étre divisée en
différentes phases (Figure 14). Apres repiquage des cellules, il peut étre observé une phase de
latence (I) correspondant au temps d’adaptation des organismes a leur nouveau milieu, suivie
éventuellement d’une phase d’accélération de la croissance (Il). Les cellules entrent ensuite en
phase de croissance exponentielle (lll), au cours de laquelle la division cellulaire atteint une
vitesse maximale conduisant a un taux de croissance maximal et constant. C'est durant cette
phase qu’est calculé le taux de croissance de I'espéce, noté , pour les conditions nutritives du
milieu. Enfin, les cellules présentent une phase de ralentissement de croissance (IV) suivie par
une phase stationnaire (V) ol la biomasse est constante et la croissance nulle, pour finir par une

phase de décroissance.
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Figure 14. Courbe de croissance d'une culture unicellulaire en milieu aqueux fermé. La biomasse est
reportée sur une échelle logarithmique et le temps sur une échelle arithmétique. Les chiffres romains
correspondent aux différentes phases de croissance : | : phase de latence, Il : phase d’accélération de la
croissance, Il : phase de croissance exponentielle, IV : phase de diminution de la croissance et V : phase
stationnaire.

Les cellules de C. watsonii cultivées au laboratoire ont été acclimatées aux différentes
concentrations en fer pendant au minimum 20 générations, ce qui est plus long que les temps
d’acclimatation généralement trouvés dans la littérature (5 a 10 générations, e.g. Kustka et al.
2003b; Berman-Frank et al. 2007; Fu et al. 2008). Le maintien de ces cultures a été effectué par
repiquages successifs (environ toutes les 1 a deux semaines) en prélevant 3 mL de culture
introduits dans 30 mL de nouveau milieu. Ce repiquage a été effectué tous les 10-15 jours et les

cultures sont ainsi conservées par repiquages successifs au laboratoire.

Toutes les expériences présentées ici (chapitres 1 et 2) ont été réalisées a 'aide de triplicats de
culture. Les cultures ont été incubées dans des flacons en polycarbonate placés a I'intérieur
d’une armoire thermostatée (Sanyo® MLR-350) permettant de maintenir une température
constante de 27.5°C, optimale pour la croissance ( Webb et al., 2009) (Figure 15A). Les cultures
ont été soumises a un cycle lumineux de 12h a une irradiance de ~150 pmol photons.m?s™,
correspondant a son optimum de croissance (Goebel et al. 2008) (Figure 15B), suivi de 12h
d’obscurité. Les cultures ont été placées sur des tables agitatrices afin de favoriser leur

suspension dans le milieu.
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Figure 15. (A) Taux de croissance (en h’l) de C. watsonii WH8501 (carré blanc) en fonction de la
température, d’aprés Webb et al. (2009) (avec la permission de John Wiley and sons, licence n°
3325410092108). (B) Taux de croissance (en j'l) C. watsonii WH8501 en fonction de l'intensité lumineuse
d’apres Goebel et al. (2008) (avec la permission de John Wiley and sons, licence n°® 3403180464637).

V. Les parameétres mesurés dans les cultures

V.1. Abondance cellulaire

L'abondance de C. watsonii a été mesurée régulierement par comptage visuel des cellules a
I'aide d’un microscope a épifluorescence (Nikon Eclipse 50i) avec un objectif permettant un
grossissement x40 (Figure 16A). Pour cela un échantillon de culture a été prélevé et rapidement
placé sur une cellule de Malassez d’'une contenance d’un microlitre sur laquelle est gravée un
micro-quadrillage (Figure 16B). La fluorescence de la chlorophylle a (chla) contenue dans les
cellules permet de visualiser et ainsi de compter les cellules vivantes (Figure 16B). Le taux de
croissance, W4, a été calculé a partir des abondances cellulaires en phase exponentielle de
croissance pour chacune des cultures. Il correspond a la pente de la droite du logarithme
népérien de I'abondance en fonction du temps. Le temps de doublement de la population a été

calculé selon : In2/p.
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Figure 16. (A) Microscope a épifluorescence Nikon Eclipse 50i utilisé pour les comptages cellulaires. (B)
Photographie de C. watsonii WH8501 observées au microscope a épifluorescence (grossissement x40) avec
réémission de la florescence de chla contenue dans les cellules vivantes apparaissant en surbrillance
rouge. Le quadrillage de la cellule de Malassez apparait en fond.

V.2. Concentration de chlorophylle a

Afin de mesurer la concentration en chla dans les cultures et ainsi de calculer les contenus
cellulaires en chla, des échantillons de culture en phase exponentielle de croissance (de 10 a 100
mL selon la concentration en fer dans les cultures) ont été délicatement filtrés (a pression
inférieure a 200 mbar) sur des filtres en microfibre de verre de porosité 0.7 um (GF/F,
Whatman®). Les filtres ont ensuite été conservés a -25°C jusqu’a I'analyse. Apres extraction dans
de I'acétone a 90 %, la fluorescence de la chla a été mesurée a I'aide d’un spectrofluorimeétre
(Hitachi F-4500°). La chla a été excitée dans une gamme de longueur d’onde allant de 390 a 480
nm et la fluorescence émise a été recueillie a 670 nm (Strickland et Parsons, 1972; Dandonneau
et Neveux, 2002). Les contenus cellulaires en chla de C. watsonii ont été calculés en divisant les
concentrations obtenues pour chaque culture par I'abondance cellulaire du jour de

I’échantillonnage.

V.3. Taux de fixation de CO, et de N, et contenus cellulaires en carbone et azote

Les taux de fixation de CO, ont été déterminés par ajout de I'isotope stable *C (Hama et al.
1983) en procédant de la maniére suivante : sept heures aprés le début de la période lumineuse,
des sous-échantillons de cultures en phase exponentielle de croissance (de 25 a 500 mL) ont été
incubés pendant 3h30 en présence d’un ajout de NaH'>CO; (99 %, Eurisotop®) conduisant & un

enrichissement d’environ 10 %. A la fin de la période d’incubation, les échantillons ont été
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délicatement filtrés (pression inférieure a 200 mbar) sur des filtres GF/F de 25mm,
préalablement grillés pendant 8h a 450°C, puis ces échantillons ont été stockés a -25°C avant leur
analyse. Les taux de fixation de N, ont été déterminés par ajout de I'isotope stable du N, gazeux :
le N, (Montoya et al. 1996). Pour cela, des incubations ont été réalisées le méme jour que celles
pour la détermination des taux de fixation de CO,, mais en période d’obscurité puisque C.
watsonii effectue une fixation de N, nocturne (e.g. Tuit et al.,, 2004) afin de palier a l'effet
inhibiteur de I'oxygene produit lors de la photosynthése sur la nitrogénase (GroRkopf et Laroche
2012). Ainsi, deux heures aprés le début de la période d’obscurité, des sous-échantillons de
cultures (de 45 a 630 mL) ont été prélevés et transférés dans des bouteilles en polycarbonate, en
prenant soin de ne laisser aucune bulle d’air dans la bouteille avant de la refermer avec un
bouchon muni d’un septum. Le °N, gazeux (98.3 %, EURISOTOP®) a été ajouté a I'aide d’une
seringue étanche de fagon a obtenir un enrichissement final d’environ 10 %. Les flacons ont
ensuite été agités plusieurs fois, puis incubés durant 3h30. Les filtrations et le stockage des filtres

ont été réalisés comme décrit dans le paragraphe précédent.

Les taux de fixation de N, et de CO, de C. watsonii ne sont pas constants durant les phases
sombres et lumineuses (e.g. Mohr et al. 2010a; Dron et al. 2012a); la Figure 17 permet de
visualiser les périodes d’incubation réalisées ici sur des courbes journaliéres des taux de fixation

de N, et du rendement photosynthétique de C. watsonii issues de la littérature (Mohr et al.

2010a).
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Figure 17. Rendement photosynthétique (point blanc) et fixation de N, (représentée par la production
d’éthyléne, point noir) de C. watsonii WH8501 en conditions optimales de croissance au cours d’un cycle
de 12h de lumiére (région blanche) et 12h d’obscurité (région grisée). Les zones verte et bleue
correspondent respectivement aux périodes d’incubation pour les mesures des taux de fixation de CO, et
de N, réalisées dans cette étude. L’axe des abscisses représente le nombre d’heures apres le début de la
période lumineuse (L) ou de la période obscure (D). (Mohr et al. 2010a, avec la permission de John Wiley
and sons, licence n° 3403180612744).
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Avant analyse, les filtres ont été séchés dans une étuve a 40°C pendant 48h. Les teneurs en
carbone et azote organique particulaire (respectivement notés COP et NOP), ainsi que les
enrichissements de la matiére particulaire en *C et °N ont été analysés en IRMS (isotopic ratio
mass spectrometer), de type Delta plus, Thermo Fisher Scientific® couplé a un analyseur
élémentaire (de type CE Flash, Thermo Fisher Scientific®) via une interface de type Ill en
collaboration avec Stéphane L’Helguen (Laboratoire des sciences de I’'environnement marin
(LEMAR), Brest). Les écart-types spécifiques de cet appareil sont de 0.009 umol.L™" et 0.004
umol.L™" respectivement pour le COP et le NOP et de 0.0002 % et 0.0001 % respectivement pour

les enrichissements en *C et *°N.

Le rapport COP/NOP noté (C/N) de la matiére organique particulaire a été calculé pour les
périodes lumineuse et obscure. Les contenus cellulaires en C et N ont été calculés en divisant les
concentrations de COP et NOP de jour par l'abondance cellulaire mesurée le jour de
I’échantillonnage (en période lumineuse). Les taux de fixation de CO, ont été calculés selon le
bilan de masse isotopique décrit par Hama et al. (1983). Les taux de fixation de N, ont été
déterminés d’aprés le bilan de masse isotopique de Montoya et al. (1996) basé sur le coefficient
de solubilité de Weiss (1970) supposant un équilibre complet et rapide entre le °N, gazeux et

I'eau de mer.

La méthode utilisée pour la détermination des taux de fixation de N, par ajout de gaz *°N, a
conduit a la sous-estimation des flux. En effet, il a récemment été montré par Mohr et al.
(2010b) que I'équilibre isotopique entre le N, gazeux et 'eau de mer n’est pas atteint pour le
temps d’incubation de 3.5h utilisé ici (Figure 18). Mohr et al. (2010b) ont mesuré, entre 0 et 3.5h
d’incubation, une concentration moyenne de °N, dissous égale & 24 % de la concentration
calculée pour un équilibre complet (W. Mohr, comm. pers.). Cette dissolution incompléete
entraine donc, pour une incubation de 3.5h, une sous-estimation de 76 % des taux de fixation de
N, mesurés par la méthode d’ajout du °N, gazeux par rapport a la méthode d’injection d’eau de
mer enrichie en N, permettant un équilibre complet (Mohr et al. 2010b; Wilson et al. 2012).
Nous avons ainsi ré-estimé les taux de fixation de N, initialement déterminés dans nos
expérimentations sur cultures a partir d’'une quantité de N, initiale égale & 24 % de celle

estimée d’aprés Montoya et al. (1996) selon le coefficient de solubilité de Weiss (1970).
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Figure 18. >N, dissous mesuré dans du YBCII apres injection de BN, gazeux (point blanc) ou d’eau de mer
enrichie en N, (points gris) exprimé en pourcentage par rapport a la concentration calculée en supposant
un équilibre isotopique rapide et complet. D’aprés Mohr et al. (2010b, Creative Commons Attribution 3.0
License). La zone bleue correspond a la durée d’incubation de nos échantillons pour la mesure des taux de
fixation de N,.

V.4. Dosage des phosphates dans les cultures

La concentration en phosphates a été mesurée durant la phase stationnaire de croissance. Pour
cela, 10 mL de culture ont été filtrés a I’aide d’un “filtre seringue’ (PES, Minisart®) de porosité 0.2
pm monté sur une seringue, puis ces filtrats ont été stockés a -25°C jusqu’a leur analyse. Les
phosphates ont été dosés par la méthode colorimétrique par spectrophotométrie manuelle
(Murphy et Riley, 1962; Strickland et Parsons, 1972). Cette méthode permet d’analyser
uniquement le phosphore sous forme de phosphates via I'ajout d’un réactif acide contenant des
ions molybdates permettant de former un complexe phospho-molybdique dont I'absorbance a
été mesurée a 887 nm a l'aide d’un spectrophotometre (Bioblock scientific®). La concentration
en phosphates a ensuite été calculée a I'aide d’une droite d’étalonnage préparée le jour des

analyses. La limite de détection est de 0.03 puM.

56









CHAPITRE 1
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Chapitre 1 : Réponse physiologique de C. watsonii a la limitation en fer : expériences en culture

l. Introduction et objectifs

Malgré I'importance biogéochimique du processus de fixation de N, sur les cycles de I'azote et du
carbone, ses facteurs de contrdle et notamment ceux concernant les UCYN récemment
découvertes (Zehr et al. 2001) restent mal connus. Or, les taux de fixation de N, associés aux
UCYN peuvent étre équivalents a I’échelle globale, voir supérieurs a I'échelle régionale, a ceux de
Trichodesmium spp. (Bonnet et al. 2009; Monteiro et al. 2010). Jusque trés récemment, seule
une UCYN isolée en océan ouvert était disponible en culture: Crocosphaera watsonii,
appartenant au groupe des UCYN-B. Sa croissance en culture est contrélée par lintensité
lumineuse (Goebel et al. 2008; Garcia et al. 2013) et par la température (Webb et al. 2009), ce
qui est cohérent avec les observations faites en milieu naturel (Moisander et al. 2010).
Concernant les facteurs de contréle en lien avec la disponibilité des nutriments, trés peu
d’études ont été menées a ce jour sur les UCYN comparé aux cyanobactéries filamenteuses
Trichodesmium spp.. Dyhrman et Haley (2006) ont mis en évidence chez C. watsonii un contréle
de la croissance par la concentration ambiante en phosphates. Le fer est largement
suspecté comme un facteur de contrdle important de la diazotrophie, le complexe protéique
nitrogénase étant constitué de deux protéines métalliques (Figure 1.1) (Howard et Rees 2006;

Seefeldt et al. 2009) :

- la dinitrogénase réductase (codée par le géne nifH), formée de sous-unités reliées par un
centre 4Fe/4S, permet un transfert d’électrons vers la dinitrogénase.

- La dinitrogénase catalyse la réduction a proprement dit du N, en NH; et est formée de
deux sous unités comprenant chacune un centre 8Fe/7S et associées chacune a un

cofacteur Fer-Molybdéne, contenant 7 atomes de fer et 1 atome de molybdéne.

NITROGENASE

Dinitrogénase Dinitrogénase
8e- réductase 8e + cofacteur 7FelMo

[4Fe/4s]**  [4Fe/4S]° l 8e

16-ATP 16-ADP + 16 Pi

Ferrédoxine
ou
Flavodoxine

N,+2H*  2NH,+H,

Figure 1.1. Schéma conceptuel du fonctionnement du complexe enzymatique nitrogénase (fond bleu)
constituée de deux protéines métalliques (encadrés bleus) : la dinitrogénase réductase et la dinitrogénase
associée a un cofacteur Fer-Molybdéne (FeMo). La dinitrogénase réductase contient un centre 4Fe/4S de
charge totale +2, réduit lors du processus de fixation de N, a une charge totale neutre (d’apres Howard et
Rees 1996; 2006; Seefeldt et al. 2009).
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La dinitrogénanse réductase est généralement présente selon un rapport 2:1 a 5:1 par rapport a
la dinitrogénase soit au total 38 a 50 atomes de fer pour le complexe nitrogénase (Kustka et al.

2003a; Howard et Rees 2006; Kipper et al. 2008; Whittaker et al. 2011).

De plus, le fort colt énergétique de ce processus (16 molécules d’ATP par molécule de N, fixée)
(Figure 1.1) (Howard et Rees 1996; Seefeldt et al. 2009), impose une activité photosynthétique
accrue afin de fournir suffisamment d’énergie a la cellule (Raven 1988; Kustka et al. 2003a). Cela
entraine des besoins supplémentaires en fer, celui-ci jouant un réle de donneur d’électrons dans
de nombreuses enzymes photosynthétiques (Behrenfeld et Milligan 2013). Les trés faibles
concentrations de surface en dFe dans I'océan ouvert (< 1 nM, Figure 11) (Toulza et al. 2012),
renforcent ce ré6le limitant du fer sur la fixation de N, océanique. Il a été montré chez C. watsonii
une modification dans I'expression de certaines protéines (e.g. la protéine IdiA ou la ribulose-
biphosphate carboxylase) en condition de stress en fer (Webb et al. 2009; Saito et al. 2011). Une
seule étude, axée sur l'interaction entre les changements de pCO, et la limitation en fer, a mis en
évidence une diminution du taux de croissance et du taux de fixation de N, pour des cellules de
C. watsonii cultivées dans un milieu appauvri en fer, relativement a un milieu non-limitant en fer
(Fu et al. 2008). Si la réponse physiologique de la cyanobactérie filamenteuse Trichodesmium
spp. en réponse a la limitation en fer a été particulierement étudiée (voir chapitre « introduction

générale »), celle des UCYN reste trés mal caractérisée et doit étre quantifiée.

L’objectif de ce chapitre est donc de déterminer et quantifier 'impact de la limitation en fer sur
la croissance et I'activité de C. watsonii. Pour cela une approche en culture a été choisie afin de
caractériser la réponse physiologique de cette UCYN en présence de huit concentrations en fer.
Les résultats obtenus permettront alors d’améliorer notre compréhension du controle du fer sur
la fixation de N, océanique, mais aussi d’améliorer les connaissances concernant les UCYN afin
de mieux comprendre leur biogéographie et d’affiner leur paramétrisation dans les modéles

biogéochimiques.

Les principaux résultats de cette I'étude ont fait I'ceuvre d’une publication en 2014 dans Plos one

(Jacq et al. 2014) présentée en annexe 1.
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Il. Protocole expérimental pour la détermination de I'influence de la disponibilité en
fer chez C. watsonii

11.1. Préparation du milieu de culture

La composition du milieu de culture sans fer et sans agent complexant est indiquée chapitre
« Méthodologie des expériences en culture au laboratoire » section Ill puis le milieu spécifique
aux expériences présentées dans ce chapitre 1 a été préparé selon le protocole suivant : Aprées
ajout des sels dans de I'eau ultra-pure, le pH a été ajusté a 8.15 (pH-métre Orion 3 star Thermo®)
a l'aide d’une solution de NaOH (qualité suprapur®). Le milieu a ensuite été stérilisé par
autoclavage (20 min a 120°C). Apres refroidissement a température ambiante, des solutions
stériles (‘filtre seringue’ en polyethersulfone de porosité 0.2 pm Minisart®) de vitamines,
phosphates, bicarbonates (NaHCO;) ainsi qu’une solution stérile contenant un mélange de
métaux traces (excepté le fer) ont ensuite été ajoutés. Le pH a été mesuré dans un aliquote de
milieu et ajusté a 8.15, si nécessaire, avec une solution stérile de NaOH (filtration 0.2 um) de
qualité Suprapur®. Puis, du fer (FeCl;) complexé a de 'EDTA a été ajouté au milieu de culture de
facon a obtenir une gamme de 8 concentrations en fer total (noté Fe par la suite). Aprés ajout du
fer complexé a 'EDTA, le milieu a été stérilisé a nouveau a I'aide d’une unité de filtration sous
vide munie d’'une membrane en polyethersulfone de porosité 0.2 um (Nalgene®). Cette
deuxieme étape de stérilisation du milieu est nécessaire, les solutions de fer-EDTA ajoutées dans
le milieu n’étant elles-mémes pas stériles. De plus cela permet d'éliminer d’éventuelles
particules de NaHCO; qui auraient pu se former durant les quelques jours de conservation (a 4°C)
du milieu avant I'ajout de fer. Toutes les membranes utilisées pour la filtration des solutions ou

du milieu n’ont pas subit de protocole de lavage a I'acide.

Des mesures de concentration en dFe (< 0.2 um) dans du milieu stérilisé, avant ajout de fer, ont
été effectuées (analyse en flux par injection continue avec pré-concentration en ligne et
détection par chimiluminescence, FIA, en collaboration avec Matthieu Bressac et Cécile Guieu,
Laboratoire d’océanographie de Villefranche sur mer (LOV), UPMC). Ces mesures ont montré la
présence d’une contamination résiduelle dans le milieu de 3.3 nM de dFe. Cette valeur a donc
été systématiquement inclue dans les résultats et les 8 concentrations en Fe résultantes dans les
milieux de culture sont ainsi comprises entre 3.3 et 403.3 nM (Tableau 1.1). La concentration

d’EDTA a été maintenue constante a 2 uM dans toutes les cultures.

63



Chapitre 1 : Réponse physiologique de C. watsonii a la limitation en fer : expériences en culture

11.2. Détermination de Fe’

Dans I'eau de mer (naturelle ou artificielle), le fer existe principalement sous deux états
d’oxydation : Fe(ll) et Fe(lll). La concentration en Fe(ll) peut étre négligée car dans le milieu
oxydant que constitue I'eau de mer, il est rapidement oxydé en Fe(lll) par I'oxygene ou le
peroxyde d’hydrogene (H,0,) suivant une cinétique de réaction de I'ordre de la minute (Millero
et al., 1987). Le Fe(lll) inorganique dissous, noté Fe’, existe dans I'eau de mer majoritairement
sous forme d’espéces hydrolysées : Fe(OH),"; Fe(OH);° et Fe(OH), (Figure 1.2) (Hudson et Morel
1990; Millero et al. 1995; Waite 2001). Il existe un équilibre permanent entre ces formes
hydrolysées d{ a leurs cinétiques d’échanges ce qui permet de les considérer comme un seul
groupe réactif (Sunda 2001). Les concentrations en Fe(OH)*" et Fe** peuvent é&tre négligées, le
rapport de concentration entre ces formes et Fe’ étant inférieur a 10° au pH de I'eau de mer

(Hudson et Morel 1990; Millero et al. 1995) (Figure 1.2).

100.0

10.0 |-

% Total Fe(lll)

0.1

Figure 1.2. Spéciation du Fe(lll) dans I'eau de mer (S = 35) en fonction du pH. (Millero et al. 1995, avec la
permission d’Elsevier licence n°3403180910386). La barre verticale bleue indique le pH du milieu de
culture (8.15).

Au-dela de la limite de solubilité du Fe’, dépendante du pH, de l'intensité lumineuse et de la
température (Sunda et Huntsman 2003), les formes hydrolysées précipitent sous forme
d’hydroxydes de fer (Waite 2001). Dans le milieu marin, la présence de ligands organiques va
prévenir cette précipitation du fer (Hunter et Boyd 2007). Dans un milieu de culture tel que le

YBCII, ce role est assuré par I'EDTA, un agent artificiel chélateur des métaux traces permettant
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d’obtenir une concentration métallique constante et contrélée (Sunda et al. 2005). Dans une eau
de mer artificielle en présence d’EDTA, les complexes Fe-EDTA sont peu susceptibles d’étre
directement assimilés par le phytoplancton (Shaked et al. 2005) et seule la fraction inorganique
dissoute Fe’ est supposée biodisponible (Hudson et Morel 1990; Sunda 2001). Cette fraction Fe’
correspond donc, dans notre milieu de culture, au dFe non complexé a 'EDTA (Sunda et

Huntsman 2003, réaction 1.1)

Fe’ + EDTA* <> SFeEDTA(OH) " (réaction 1.1)
avec :
- EDTA*: la concentration en EDTA dit « libre » (CaEDTA* et MgEDTA®)
- Fe’: les formes inorganiques dissoutes hydrolysées Fe(OH),"; Fe(OH);’et Fe(OH),

SFeEDTA(OH)*": la somme des complexes Fe-EDTA (FeEDTA, FeEDTA(OH)® et

FeEDTA(OH),>).

Les concentrations en Fe’ dans les différents milieux utilisés ici ont été déterminées a partir des
constantes de complexation avec I'EDTA publiées par Sunda et Huntsman (2003), qui tiennent
compte du pH, de lintensité lumineuse et de la température. En effet, la constante de
dissociation du complexe Fe-EDTA augmente avec le pH et l'intensité lumineuse (du fait de la
photodissociation du complexe) ce qui a pour conséquence d’augmenter la concentration en Fe’
(Sunda et Huntsman 2003). Ce phénoméne de photodissociation est néanmoins diminué pour
des températures élevées (supérieure a 20°C, Sunda et Huntsman (2003)). Les concentrations en
Fe’ calculées pour nos conditions de culture (pH, température et intensité lumineuse), en
accord avec William Sunda (comm. pers.) sont présentées Tableau 1.I. Le rapport de
concentrations entre la forme ionique libre Fe* et Fe’ de 4.3x10™"" dans nos milieux de culture

confirme le fait que la concentration en Fe*" est bien négligeable devant celle de Fe’.

Tableau 1.1. Concentrations en fer total (Fe) et en fer inorganique dissous (Fe’) dans les milieux de culture
lors du repiquage. Les valeurs en italique représentent les concentrations en Fe’ supérieures a la limite de
solubilité du Fe’ déterminée expérimentalement par Sunda et Huntsman (2003). La concentration d’EDTA
est de 2 uM dans tous les milieux de cultures.

Fe (nM) 3.3 53 8.3 13.3 23.3 43.3 103.3 403.3

Fe' (nM) 0.16 0.26 0.41 0.66 1.16 2.16 5.16 20.16
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Il est important de noter que les trois concentrations en Fe’ les plus élevées (Fe’ = 2.16, 5.16 et
20.16 nM) sont supérieures a la limite de solubilit¢ du Fe’ de ~1.45 nM déterminée
expérimentalement par Sunda et Huntsman (2003) dans des conditions de culture proches des
notres (pH = 8, EDTA = 3 uM et Fe =20 nM). Néanmoins, la solubilité du Fe’ augmente avec le pH
et des concentrations en Fe’ de 2.7 nM ont été mesurées pour un pH de ~9 en présence de 20
nM de Fe et 50 uM d’EDTA (Sunda et Huntsman 2003). Il est également a noter que Sunda et
Huntsman (2003) ont effectué leurs mesures pour des concentrations de 20 nM de Fe. En accord
avec William Sunda, nous avons choisi d’utiliser la valeur de 1.45 nM comme limite de solubilité
de Fe’ tout en étant conscient que cette valeur peut étre sous-estimée pour nos conditions de
culture. Ainsi en théorie les concentrations en Fe’, seule forme supposée biodisponible dans le
milieu, sont identiques (~1.45 nM) dans les cultures a 403.3, 43.3 et 23.3 nM de Fe. Les
résultats de ce chapitre sont présentés a la fois en fonction des concentrations en Fe et Fe’. La
variation de pH entre le début et la fin de la phase exponentielle est en moyenne de 0.2 unités,
ce qui limite les effets du pH sur la spéciation du fer. De plus, ces faibles variations de pH

indiquent qu’il n’y a pas eu de limitation par le carbone inorganique dissous.

11.3. Mesure du volume cellulaire

Pour quatre traitements en fer : Fe = 403.3, 43.3, 13.3 et 3.3 nM, des cellules ont été collectées
en phase exponentielle par filtration (pression < 200 mbar) sur membrane en polycarbonate (0.4
pum de porosité). Ces prélévements ont été réalisés 1h apres le début de la phase d’obscurité. Les
échantillons ont ensuite été préparés et analysés a la plate-forme de microscopie électronique
de 'UPMC (FRE3595) en collaboration avec Michaél Trichet selon le protocole suivant: la
membrane a été incubée une nuit avec un fixateur a osmolarité ajustée (Glutharaldehyde 3 %
dans 0.1M de cacodylate a pH 7.4 et NaCl a 1.75 %). L'impact de ce fixateur sur la taille des
cellules n’a pas été testé ici. Le lendemain matin, apres un lavage des membranes, les cellules
ont été a nouveau fixées pendant 1h (tétra-oxyde d’osmium 1 % dans 0.1M de cacodylate
tamponné avec du NaCl a 1.75 %), puis déshydratées selon la technique du séchage par
contournement du point critique. Cette technique évite les dommages causés par les
augmentations de température et de pression nécessaires a la déshydratation, notamment sur la
morphologie des cellules du fait de leur contenu en eau. Pour cela, toute I'eau des cellules a été
remplacée par du CO, liquide grace a un fluide d’échange, ici de I'’éthanol ajouté selon un

gradient de concentration croissant (50, 70, 96 et 100 %). Grace a ce remplacement, la
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déshydratation a été effectuée en soumettant I’échantillon a de moins fortes augmentations de
pression et de température, le « point critique » d’évaporation du CO, étant situé a de plus
faibles température et pression que celui de I'eau. Cette étape a été effectuée avec un appareil
de séchage au point critique (CPD 7501, Quorum Technologies®). Une fois déshydratées, les
cellules ont été métallisées (Métaliseur Scancoat Six, Edwards®) puis observées en microscopie
électronique a balayage (MEB, Scanning Electron Microscope, Cambridge Stereoscan S260,
FRE3595, UPMC, Paris). Les images obtenues ont été traitées avec le logiciel de traitement et
d’analyse d’'images « Image J » (1.43u, Schneider et al., 2012) afin de mesurer avec précision le
diametre des cellules. Entre 6 et 10 images par culture ont ainsi été sélectionnées. C. watsonii
pouvant étre assimilée a une sphére, son volume et sa surface ont été déterminés par les

formules suivantes :
4
Vzgnﬁ et S=4nr’ (2)et(3)

avec V le volume, S la surface et r le rayon.

11.4. Non-axénie des cultures

Nos cultures de C. watsonii ne sont pas axéniques. Afin de minimiser le développement
bactérien, le matériel de culture a été systématiquement stérilisé et les cultures manipulées
uniquement sous hotte a flux laminaire stérile. Le biovolume des bactéries (Troussellier et al.
1999) a été déterminé par cytométrie en flux (collaboration avec Philippe Catala, Laboratoire
d’Océanographie MICrobienne (LOMIC), Observatoire Océanologique de Banyuls sur Mer, UPMC)
dans des triplicats de cultures pour 5 des 8 concentrations en Fe étudiées. Leur contenu
cellulaire en carbone a ensuite été estimé a partir du biovolume selon la relation déterminée par
Gundersen et al. (2002), ce qui a permis d’estimer leur biomasse. Le COP bactérien représente

ainsi en moyenne 2.8 + 0.9 % du COP total des cultures.

11.5. Autres parametres mesurés

L'abondance cellulaire, les concentrations en chlorophylle a, les taux de fixation de N, et CO,

ainsi que le COP et le NOP ont été mesurés selon les protocoles décrits dans le chapitre
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méthodologie générale. Les flux de fixation de N, ont été ré-estimés en se basant sur les

résultats de Mohr et al. (2010b) pour un temps d’incubation de 3.5h (surestimation du N,

dissous de 76 %, cf. chapitre « Méthodologie des expériences en culture au laboratoire », section

V.3)

11.6. Comparaison de deux méthodes de détermination de I'abondance cellulaire :

Malassez et cytométrie en flux

Des comptages en cytométrie en flux (collaboration avec Philippe Catala, LOMIC observatoire

océanologique de Banyuls sur mer, UPMC) ont été réalisés en paralléle de ceux sur cellule de

Malassez pour 5 des 8 traitements en fer (Figure 1.3)..
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Figure 1.3. Abondances de C. watsonii obtenues par comptage sur cellule de Malassez (trait pointillé) et

par cytométrie en flux (trait plein).
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Les abondances obtenues par cytométrie en flux représentent 105 + 15 % des abondances issues
des comptages sur cellules de Malassez, ce qui valide la technique de comptage «a I'ceil »

effectuée au laboratoire permettant d’obtenir les abondances en temps réel

11.7. Expériences complémentaires

Des expériences complémentaires ont été menées dans le but de déterminer I'élément
responsable de I'arrét de la croissance des cellules. Pour cela, des ajouts de Fe + EDTA ou de
phosphates ont été réalisés selon le protocole schématisé Figure 1.4. Dans des cultures en phase
stationnaire, chacun des triplicats de cultures a Fe = 43.3, 23.3 et 5.3 nM a été séparé en deux.
Un ajout de Fe + EDTA a été effectué dans I'une des sous cultures et la deuxiéme a été gardée
comme contréle. Chacun des triplicats de la culture a Fe = 403.3 nM a été séparée en trois au
moment de la phase stationnaire. , Un ajout de Fe + EDTA a été effectué dans une des sous-
cultures, un ajout de phosphates dans une seconde et la troisieme a été gardée comme controle.

L'abondance a été mesurée dans les différents traitements pendant plusieurs jours.

dFe =5.3nM

EDTA =2uM

Contréle +{403 nM dFe i -
2uM EDTA} Contrdle  *{403nM dFe Contrle  +{23nM dFe
SR 2uM EDTA}

contréle +{403 nMdFe + Phosphate
2uM EDTA} 20 M

Figure 1.4. Schéma du protocole des expériences complémentaires d’ajouts de Fe + EDTA ou de
phosphates dans des cultures de C. watsonii en phase stationnaire.
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11.8. Traitement statistique

Pour chaque parameétre, les valeurs moyennes obtenues en phase exponentielle aux différentes
concentrations en Fe ont été comparées a I'aide de tests statistiques. Une fois ’'homoscedasticité
validée a l'aide d’un test de Bartlett, il a été réalisé une ANOVA a un facteur suivie d’un test t de
comparaison deux a deux avec la méthode de Holm pour I'ajustement de la p value (a = 0.05). En
cas de non-validation de I’homoscedasticité, les données ont été transformées en logarithme.
Apres vérification de I’homoscedasticité, les tests ont été réalisés a partir de ces valeurs
transformées. Le nombre d’échantillons (n) était compris entre 3 et 12 selon les contraintes
expérimentales. Tous ces tests, ainsi que la régression non-linéaire de Monod et le calcul des
parameétres de croissance associés (Kure et Hmax) ONt été réalisés avec le logiciel libre R (R core

team 2013).
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lll. Caractérisation de l'influence de la disponibilité en fer sur I'abondance et la

physiologie de C. watsonii

Les valeurs moyennes obtenues pour chaque parameétre et pour chaque concentration en Fe

sont regroupées en annexe 2.

11l.1. Impact de la limitation en fer sur ’abondance de C. watsonii

L’abondance cellulaire de C. watsonii est fortement influencée par la concentration en Fe
présente dans le milieu de culture. Plus la concentration en Fe dans le milieu est élevée, plus

I'abondance de C. watsonii est importante (Figure 1.5)..
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Figure 1.5. (A) Evolution de I'abondance de C. watsonii pour 8 concentrations en Fe en fonction du temps
(B) Agrandissement pour les cultures aux plus faibles concentrations de fer. Les barres d’erreur
correspondent aux écart-types associés (n = 3).
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Il est a noter que les abondances moyennes de la culture a 43.3 nM de Fe sont plus importantes
que celles des cultures a 103.3 et 403.3 nM de Fe, mais les taux de croissance moyens de ces
trois cultures sont similaires (section I1l.2). La culture en présence de la concentration en fer la
plus forte (Fe = 403.3 nM) se distingue par une phase de croissance exponentielle plus longue
(Figure 1.5). La biodisponibilité du fer contréle donc la biomasse de C. watsonii et son évolution

temporelle

Au cours de la phase de croissance de C. watsonii, la concentration en phosphates, initialement
de 20 uM a diminué de 0.5 uM pour la culture a 3.3 nM de Fe jusqu’a épuisement dans la culture
a 403.3 nM de Fe (Figure 1.6). C’est donc probablement la carence en phosphates qui a
entrainé I’arrét de la croissance des cellules dans la culture a 403.3 nM de Fe, supposée non-
limitée et potentiellement la biodisponibilité en fer dans les cultures dont les concentrations
en fer sont inférieures ou égales a 23.3 nM. Des concentrations en phosphates de ~8 uM ont été
mesurées dans une culture a Fe = 43.3 nM en phase stationnaire, mais ne correspondant pas a la

culture dont la courbe d’abondance est présentée Figure 1.5.
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Figure 1.6. (A) Concentrations moyennes en phosphates dans les cultures en phase stationnaire, mesurées
dans des cultures dont I'abondance est présentée Figure 1.5. Les barres d’erreur correspondent aux écart-
types associés (n = 3). La concentration initiale en phosphates était de 20 uM.

En effet, 'ajout de phosphates en phase stationnaire dans la culture supposée non-limitée en fer
(Fe = 403.3 nM) a entrainé une reprise rapide de la croissance alors qu’aucune stimulation de

I’'abondance n’a été observée aprés ajout de fer (Figure 1.7). A l'inverse I'ajout de fer dans les

72



Chapitre 1 : Réponse physiologique de C. watsonii a la limitation en fer : expériences en culture

cultures a Fe = 43.3, 23.3 et 5.3 nM en phase stationnaire a systématiquement induit une reprise

de la croissance (Figure 1.7). L'ensemble de ces expériences mettent donc bien en évidence un

arrét de la croissance (i) d a une carence en fer pour les cultures dont les concentrations en Fe

sont inférieures ou égales a 43.3 nM et (ii) di a une carence en phosphates lorsque la

concentration en Fe est de 403.3 nM et non-limitante. Il reste cependant une interrogation

concernant la culture a 103.3 nM de fer.
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Figure 1.7. Abondance de C. watsonii en présence de différentes concentrations en Fe (courbe noire) et
réponse aprés ajout de Fe (courbe bleue) ou de phosphates (courbe orange). Les barres d’erreur

correspondent aux écart-types associés (n = 3).
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11l.2. Impact de la biodisponibilité du fer sur le taux de croissance de C. watsonii

Le taux de croissance, p, est controlé par les concentrations ambiantes en Fe et Fe’ (Figure 1.8).
En effet, pour un Fe maximum de 403.3 nM, le 4 moyen est de 0.52 + 0.03 j*, ce qui correspond
a un temps de doublement de la population de 1.3 + 0.1 j et pour un Fe minimum de 3.3 nM le u
diminue significativement d’un facteur 2.6 pour atteindre 0.20 + 0.03 j* (Figure 1.8), ce qui
correspond a un temps de doublement de la population de 3.6 £ 0.5 j. Le taux de croissance et le
temps de doublement des cellules dans les 3 cultures présentant les plus fortes concentrations

en Fe (403.3, 103.3 et 43.3 nM) sont significativement identiques.

Fe' (nM)

T T T T
0 100 200 300 400
Fe (nM)

Figure 1.8. Taux de croissance moyen (, en j ) de C. watsonii en fonction des concentrations en Fe et Fe’
(nM). Les barres d’erreur représentent les écart-types associés. Le trait plein représente la régression non-
linéaire de Monod et ses écart-types associés en pointillé (calculée a partir de Fe). Des lettres différentes
indiquent des moyennes significativement différentes (p < 0.05). La zone noire représente la région de
potentielle précipitation des hydroxydes de fer.

La relation entre p et Fe satisfait la distribution théorique du modeéle de Monod (R? = 0.92, Figure

1.8) déterminé selon I’équation 1.1:

[Fe]

U=Umax X T—7—— (équation 1.1)
[Fe]+K uFe
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Avec Mma le taux de croissance maximum et Ky la constante de demi-saturation pour Fe,
correspondant a la concentration en Fe permettant un taux de croissance égal a la moitié de
Hmax- Ainsi, pour C. watsonii, | Pmax €st de 0.54 £ 0.01 j* et le Kure de 6.95 £ 0.66 nM de Fe. Cela
montre que la concentration la plus élevée en Fe (403.3 nM) est bien non-limitante pour la
croissance, puisqu’elle permet d’obtenir un p égal a U, de méme que pour les concentrations
en Fe de 43.3 et 103.3 nM. En revanche les concentrations en Fe inférieures a 43.3 nM sont

limitantes pour la croissance de C. watsonii.

La concentration en Fe’ n’a pas été utilisée dans cette équation (1.1) car pour les trois
concentrations les plus fortes (Fe = 43.3, 103.3 et 403.3 nM), la concentration de Fe’ dépasse la
limite de solubilité théorique de Fe’ (~¥1.45 nM, Sunda et Huntsman (2003)). Néanmoins, nous
pouvons estimer K, pour chaque concentration en Fe’ inférieure a la limite de solubilité (soit
Fe’ = 0.16, 0.26, 0.41, 0.66 et 1.16 nM) connaissant Umax €t les concentrations en Fe’ a partir de

|’équation 1.2 :

K — [Fe'] (Mmax —H)

, (équation 1.2)
MFC il

avec: Mmax le taux de croissance maximum obtenu a partir du modele de Monod et des
concentrations en Fe, Fe’ la concentration en Fe’ calculées selon Sunda et Huntsman (2003) et n

le taux de croissance correspondant.

Nous obtenons ainsi un K,z moyen de 0.38 + 0.11 nM.

111.3. Impact de la limitation en fer sur le volume cellulaire de C. watsonii

Le volume cellulaire de C. watsonii a diminué de 2.2 fois entre la condition non-limitante (Fe =
403.3 nM) et la condition la plus appauvrie en fer (Fe = 3.3 nM), passant de 8.4 + 2.6 um> 4 3.8 +
0.7 um’ (Figures 1.9 et 1.10). Les cellules en présence de 3.3, 13.3 et 43.3 nM de Fe présentent
des volumes significativement identiques (Figure 1.10A). La diminution du volume des cellules
cultivées dans les deux conditions extrémes (Fe = 403.3 et 3.3 nM) a donc pour conséquence une
augmentation du rapport surface cellulaire/volume cellulaire, noté S/V, passant de 2.4 + 0.3 um™
pour Fe = 403.3 nM a 3.1 + 0.2 um™ pour Fe = 3.3 nM (soit une augmentation d’un facteur 1.3,
Figure 1.10B).
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Figure 1.9. Photographies de cellules de C. watsonii en phase exponentielle de croissance provenant d’une
culture contenant (A) 403.3 nM de Fe et (B) 3.3 nM de Fe, observées au microscope électronique a
balayage. Sur la partie supérieure de chaque cliché sont indiqués : le grossissement utilisé (kX soit (A) 6240
et (B) 6200 fois), la tension d’accélération en kV, la distance de la lentille par rapport a I'échantillon
observé (distance de travail, WD) et la barre d’échelle représentant 5 um. D’apres Jacq et al. 2014,
Creative Commons Attribution 3.0 License.

De méme que pour le biovolume, le rapport S/V des cellules en présence de 3.3, 13.3 et 43.3 nM

de Fe est identique (p > 0.05) (Figure 1.10B).

(A) Fe' (nM) (B) Fe' (nM)
0.05 0.5 5 50 0.05 0.5 5 50
12 +—— o NI——
o B
g 8 — B B
o £
g =31 % % A
2 >
2 A &
2 4 4 i
[aa]
B B
B
1 10 100 1000 1 10 100 1000
Fe (nM) Fe (nM)

Figure 1.10. (A) Biovolume (en p.m3) et (B) rapport surface/volume (S/V) de C. watsonii en phase
exponentielle de croissance en fonction des concentrations en Fe et Fe’ (nM, échelle log). Les barres
d’erreur correspondent aux écart-types associés. Des lettres différentes indiquent une différence
significative des moyennes (p < 0.05). La zone noire représente la région de potentielle précipitation des
hydroxydes de fer. D’apres Jacq et al. 2014, Creative Commons Attribution 3.0 License.
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111.4. Impact de la limitation en fer sur les contenus cellulaires et rapports élémentaires

de C. watsonii

111.4.1. Contenus cellulaires en C, N et Chla

En condition de non-limitation (Fe = 403.3 nM), les contenus cellulaires en C et N chez C. watsonii
sont respectivement de 546.7 + 24.6 fmolC.cell* et de 57.1 + 4.9 fmolN.cell* (Figure 1.11 A-B)).
La diminution de la concentration en fer entraine une diminution progressive des contenus
cellulaires en C et N, avec des facteurs de réduction respectifs de 3.8 et 3.3 de la condition non-
limitante (Fe = 403.3 nM) a la condition la plus limitante (Fe = 3.3 nM) (Figure 1.11 A-B). De
méme, les contenus cellulaires en chla diminuent fortement avec I’appauvrissement en
fer, variant de 27.6 + 2.9 fgchla .cell™ en présence de 403.3 nM de Fe a 6.7 + 1.5 fgchla.cell™ en

présence de 3.3 nM de Fe (soit un facteur de réduction de 4.1) (Figure 1.11C).
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Figure 1.11. Contenus cellulaires en carbone (A) et azote (B) exprimés en fmol.cell™ et contenus cellulaires
en Chla (C), exprimés en fg.cell™ de C. watsonii en phase exponentielle de croissance durant la période
lumineuse en fonction des concentrations en Fe et Fe’ (nM, échelle logy,). Les barres d’erreur
correspondent aux écart-types associés. Des lettres différentes indiquent une différence significative des
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moyennes (p < 0.05). La zone noire représente la région de potentielle précipitation des hydroxydes de fer.
D’aprés Jacq et al. 2014, Creative Commons Attribution 3.0 License.

111.4.2.. Rapports élémentaires

Le rapport molaire C/N en condition de non-limitation en fer est de 9.6 £ 0.5. Il est observé une
diminution du rapport C/N (d’un facteur 1.2) entre les deux concentrations extrémes en Fe
(Figure 1.12A). Aucune corrélation entre les rapports C/N et la concentration en Fe ou Fe’ n’est
observé. Les rapports C/N sont tous supérieurs au rapport de Redfield (106/16 = 6.6) (Figure
1.12A). Les rapports cellulaires Chla/C varient de 51.9 + 4.7 (Fe =403.3 nM) a45.7 £ 7.6 (Fe = 3.3
nM). Il n’y a pas de tendance claire entre la valeur du rapport Chla/C et la concentration en Fe

(ou Fe’) (Figure 1.12B).
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Figure 1.12. (A) Rapport molaire C/N et (B) rapport Chla/C en fg.pmol'1 chez C. watsonii en phase
exponentielle de croissance durant la période lumineuse en fonction des concentrations en Fe et Fe’ (nM,
échelle logyg). Les barres d’erreur correspondent aux écart-types associés. Des lettres différentes indiquent
une différence significative des moyennes (p < 0.05). La zone noire représente la région de potentielle
précipitation des hydroxydes de fer.

lIl.5. Impact de la limitation en fer sur les taux cellulaires de fixation de N, et de

CO, de C. watsonii

Une diminution drastique du taux de fixation de N, d’un facteur ~19 a été observée entre la
condition non-limitante et la condition la plus limitante (Fe =3.3 nM) (Figure 1.13A). Le taux de
fixation de CO, a également diminué progressivement avec la diminution de la concentration

ambiante en Fe, d’un facteur ~7 entre les deux concentrations extrémes en Fe (Figure 1.13B).
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Figure 1.13. (A) Taux de fixation de N, et (B) de CO, chez C. watsonii en phase exponentielle de croissance
en fonction des concentrations en Fe et Fe’ (nM, échelle logy,). Les barres d’erreur correspondent aux
écart-types associés. Des lettres différentes indiquent une différence significative des moyennes (p < 0.05).
La zone noire représente la région de potentielle précipitation des hydroxydes de fer. D’aprés Jacq et al.
2014, Creative Commons Attribution 3.0 License.

111.6. Impact de la limitation en fer sur les contenus cellulaires et les taux de fixation

normalisés par le volume cellulaire

Le biovolume de C. watsonii diminuant avec la limitation en fer, il est pertinent de s’intéresser
aux contenus cellulaires et aux taux de fixation par unité de volume. Cette normalisation par le
volume permet de s’affranchir de « I'effet taille » c’est-a-dire de la diminution des contenus

cellulaires et des taux de fixation liée uniquement a la diminution du volume de la cellule.

I11.6.1. Contenus cellulaires par unité de volume

Les contenus en C, N et chla normalisés par le biovolume (notés V-contenus) diminuent en
moyenne d’un facteur 1.8 entre les deux concentrations extrémes en Fe (403.3 et 3.3 nM). Ces
V-contenus sont identiques pour des cellules cultivées en présence de 403.3 nM et 43.3 nM de
Fe (Figure 1.14) et diminuent significativement lorsque I'appauvrissement en fer devient plus

marqué (de 43.3 a 3.3 nM de Fe) (Figure 1.14).
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Figure 1.14. Contenus cellulaires par unité de volume (umg) en (A) carbone, (B) azote et (C) chlorophylle a
chez C. watsonii en phase exponentielle de croissance en fonction des concentrations en Fe et Fe’ (nM,
échelle logy). Les barres d’erreur correspondent aux écart-types associés Des lettres différentes indiquent
une différence significative des moyennes (p > 0.05). La zone noire représente la région de potentielle
précipitation des hydroxydes de fer. D’aprés Jacq et al. 2014, Creative Commons Attribution 3.0 License.

11.6.2. Taux de fixation par unité de volume

Les taux de fixation de N, et de CO, normalisés par le volume (notées V-fixations ou
respectivement V-N, fix et V-CO, fix) diminuent respectivement d’un facteur ~9 et ~3 entre la
condition non-limitante (Fe = 403.3 nM) et la plus faible concentration en fer (Fe = 3.3 nM).
Comme pour les V-contenus, ces V-fixations restent inchangés pour les cultures a 403.3 nM et
43.3 nM de Fe (Figure 1.15), puis diminuent significativement lorsque les concentrations en Fe

sont réduites de a 3.3 nM (Figure 1.15).
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Figure 1.15. (A) Taux de fixation N, et (B) de CO, normalisés par le volume en fonction des concentrations
en Fe et Fe’ (nM, échelle logy,). Les barres d’erreur correspondent aux écart-types associés Des lettres
différentes indiquent une différence significative des moyennes (p < 0.05). La zone noire représente la

région de potentielle précipitation des hydroxydes de fer. D’apres Jacq et al. 2014, Creative Commons
Attribution 3.0 License.
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IV. C. watsonii: caractéristiques physiologiques en condition de non-limitation et
réponses en fonction du degré de limitation en fer

IV.1. Caractéristiques physiologiques de C. watsonii WH8501 en condition nhon-

limitante

Le taux de croissance, le biovolume, le contenu cellulaire en N ainsi que le rapport C/N obtenus
pour C. watsonii WH8501 en condition non limitante se trouvent dans la gamme des valeurs
précédemment publiées pour cette souche (Tableau 1.1l). Le contenu cellulaire en C est, quant a
lui, plus fort que ceux reportés dans les études précédentes, ce qui conduit a un rapport Chla/C
plus faible. L'observation d’un contenu cellulaire en C plus élevé ici (Tableau 1.II) pourrait étre lié
au fait que notre taux de croissance (0.52 j) est nettement plus élevé que ceux observés par
Dron et al. (2012a) et GroRkopf et Laroche (2012) (0.20 et 0.28 j* respectivement) en chemostat.
De méme, les taux de fixation de N, et CO, mesurés ici sont plus forts que ceux obtenus par
Mohr et al. (2013) pour des périodes d’incubation similaires et un protocole analytique identique
(respectivement ajout de °N, gazeux et taux de fixation ré-estimés selon Mohr et al. (2010b) ou
ajout de NaH™CO0s). Cela est certainement d(, ici aussi, aux différences de taux de croissance, les
cultures de Mohr et al. (2013) présentant un taux de croissance considérablement plus faible
(0.14 j*). Il en est de méme si I'on compare les taux de fixation de N, que nous avons obtenus

avec ceux de Dron et al. (2012a), établis pour un taux de croissance plus faible, de 0.2 j™.
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Tableau 1.1l. Synthése bibliographique des parametres physiologiques mesurés pour C. watsonii WH8501 cultivée en conditions nutritives non-limitantes. Les
valeurs entre parentheses correspondent aux écart-types associés.

cro-li-sasl;):me Biovolume c:I(I,:I::eu c c;ﬁ:;?:‘euN C/N Chla/C fixation de CO, fixation de N, Références
it pm® fmolC.cell™ fmolN.cell™ mol.mol™ mg.mol™ fmolC.cell™.h™ | fmoIN.cell™.h™ | moIN.molChla™.h™ mmolIN.molC™".h™
0.46 6.9-29.6 8.8 (1.5) Tuit et al. 2004
0.47 (0.01) 4.2-65.5 Goebel et al. 2008
~0.23 (a) 6.9(0.2) 74 (11) Fu et al. 2008
~0.54 ~14 ~0.2 (f) Webb et al. 2009
12-13.6 (b) 8.5 (d) Mohr et al. 2010a
0.1-1(f)(g) Shi et al. 2010
500 (c) 80 (c) 5.2 (c) 0.5 (f)(g) 0.92 (f)(g) Dekaezemacker et Bonnet 2011
0.2 (a) 8.2-10.4 (b) 140 - 220 (b) 18 -40 (b) 8.8 (d) ~0.1-0.9 (f)(g) 0.6 -5 (f)(g) Dron et al. 2012a
0.28 (0.02) 120-260 (b) 20-35 (b) 10.5 (d) GroRkopf et Laroche 2012
0.14 ~7-9.5 ~9 (e) ~0.8(g)(h) Mohr et al. 2013
~0.27 (a) 34.5 (f) Hutchins et al. 2013
0.52(0.03) | 8.4(2:6)(c) 547 (25) (d) 57 (5) (d) 9.6 (0.5 (d) 52(5)(d) | 29.8(2.1)(e) | 2.1(0.5) (g)(h) | 78.4(5.5) (g)(h) 3.9 (0.7)(g)(h) Cette étude

(a) Culture en chemostat ou semi-continues avec U fixé ne correspondant pas forcement au Pmax

(b) Intervalle de valeurs dans un cycle jour-nuit

(c) Mesures durant la période d’obscurité
(d) Mesures durant la période lumineuse
(e) Périodes d’incubation similaires pour la fixation de CO,
(f) Mesure des taux de fixation de N, par méthode de réduction de 'acétyléne
(g) Périodes d’incubation similaires pour la fixation de N,
(h) Mesure des taux de fixation de N, par méthode d’ajout du °N, gazeux ré-estimés selon Mohr et al. (2010b)
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Le taux de croissance que nous avons obtenu en condition de non-limitation (0.52 j!) est proche
de celui de C. watsonii sp. récemment mesuré (0.61 j*), dans des microcosmes, dans le Pacifique
tropical Sud, apres ajout de fer (400 nM) ayant fortement stimulé I'abondance des cellules (nifH

géne copies mL™) (Moisander et al. 2012).

IV.2. Réponse physiologique de C. watsonii en fonction du degré de limitation

en fer

Les résultats obtenus montrent que la concentration en Fe et Fe’ contréle la croissance, le
volume, les contenus élémentaires par cellule et par pm? ainsi que les taux de fixation de N, et
CO, par cellule et par um?® de C. watsonii. Fu et al. (2008) ont observé une diminution d’environ
35 % du taux de fixation de N, et de ~50 % du taux de croissance de C. watsonii WH8501 cultivée
en présence de 10 nM de Fe par rapport a une culture non limitée a 450 nM. Mais dans cette
étude, la concentration d’EDTA de 5 uM rend difficile une comparaison quantitative avec nos
résultats du fait du manque d’informations sur la biodisponibilité en fer dans ces cultures. Dans
le milieu naturel, I'influence de la limitation en fer sur la croissance ou I'activité de la nitrogénase
des UCYN-B a été mise en évidence lors d’expériences en microcosmes avec une stimulation de
I’abondance du géne nifH associé aux UCYN-B (copies nifH.L™) dans 'océan Atlantique tropical
Nord-Est (Langlois et al. 2012) et une stimulation de I'expression du gene nifH (transcripts nifH.L’
') dans I'Atlantique tropical Nord-Ouest (Turk-Kubo et al. 2012) suite & un ajout de fer et ce
malgré des concentrations ambiantes en dFe relativement élevées de 1.3 et 1.9 nM
respectivement. De méme, dans I'océan Pacifique tropical Sud-Ouest, Moisander et al. (2012)
ont mis en évidence une stimulation de 'abondance de C. watsonii sp. (copies nifH.L'") aprés
ajout de fer + EDTA dans une eau de mer contenant initialement 0.2 nM de dFe. Le manque de
connaissance concernant les concentrations en fer biodisponible dans le milieu naturel rend
difficile la comparaison de ces résultats entre eux et avec ceux que nous avons obtenus mais ces
expériences montrent une limitation en fer de la croissance et de |'activité des UCYN-B et de C.
watsonii dans le milieu naturel, confirmée par nos expériences en culture. Nos résultats ont
permis de mieux caractériser et quantifier la réponse de C. watsonii a une limitation en fer et
nous avons mis en évidence deux réponses distinctes en fonction du « degré de limitation »

chez C. watsonii en culture que nous allons décrire dans les sections suivantes.
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IV.2.1. Vers une limitation modérée en fer (de 403.3 a 43.3 nM de Fe)

En condition de limitation en fer modérée, correspondant a une diminution de la concentration
en Fe de 403.3 a 43.3 nM, le taux de croissance reste maximum alors que le biovolume, les
contenus cellulaires en C, N et Chla et les taux de fixation de N, et de CO, par cellule diminuent
significativement (Figure 1.16). Du fait de la diminution du biovolume, les contenus par pm? et
les taux de fixation de N, et CO, par um? restent inchangés dans cette gamme de concentration

en fer (p > 0.05) (Figures 1.14 et 1.15).
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Figure 1.16. Réponse physiologique de C. watsonii en condition de limitation en fer modérée
correspondant a une diminution de Fe de 403.3 a 43.3 nM : taux de croissance (l), taux de fixation de N, et
de CO, par cellule et contenus cellulaires en C, N et Chla en fonction du biovolume. La fleche noire indique
la variation observée du biovolume et des parameétres physiologiques pour une diminution de Fe de 403.3
a 43.3 nM. Un nombre différent d’étoiles indique une différence significative des moyennes du biovolume
et des lettres différentes une différence significative des moyennes du parameétre considéré.

Une limitation modérée en fer induit une réduction du volume cellulaire ce qui permet a C.
watsonii de maintenir des concentrations en C, N et chla et des taux de fixation de N, et de CO,
par unité de volume maximums et ainsi de générer suffisamment d’énergie pour conserver des
taux de croissance optimaux. Cette réduction du biovolume peut étre vue comme une stratégie
d’adaptation des cellules a la diminution de la concentration en fer puisqu’elle entraine une

réduction des besoins nutritionnels du fait d’une taille réduite. La réduction du biovolume induit
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également une augmentation du rapport S/V des cellules ce qui fournit alors un avantage a la
cellule en termes d’absorption de fer permettant une augmentation du taux d’absorption du fer

par unité de volume (Sunda et Huntsman 1997).

Cette stratégie adaptative de réduction du volume cellulaire en réponse a une carence en fer a
déja été observée chez certains organismes phytoplanctoniques eucaryotes (le coccolithophore
Emiliania huxleyi et les diatomées Thalassiosira weissflogii, Thalassiosira oceanica (Sunda et

Huntsman 1995) et Chaetoceros dichaeta (Takeda 1998)).

Il est important de noter que sous ces conditions de limitation modérée en fer, la limite de
solubilité de Fe’ est dépassée. De ce fait, la concentration en Fe’ est théoriquement constante et
maximum (~1.45 nM) au sein de cette gamme de concentrations en Fe allant de 43.3 a 403.3).
Les différences physiologiques observées en condition de limitation modérée en fer suggérent
que le Fe’ calculé ici n'est probablement pas la seule forme de fer biodisponible pour
C. watsonii et/ou que la limite de solubilité de Fe’ est plus élevée que 1.45 nM pour les
conditions de cultures utilisées ici. Deux hypotheses concernant les formes de fer biodisponible

en plus de Fe’, en milieu artificiel, peuvent étre émises :

(i) Le fer colloidal et/ou les particules amorphes issus de |'agrégation et de la précipitation des
hydroxydes de fer pourraient venir compléter la fraction de fer biodisponible. Il a récemment été
observé que T. erythraeum est capable d’assimiler du fer a partir d’'un oxyhydroxyde de fer
amorphe, la ferrhydrite, via des mécanismes d’adsorption et de dissolution a la surface des
cellules (Rubin et al. 2011). Il a également été montré expérimentalement que Trichodesmium
sp. et la cyanobactérie unicellulaire non-diazotrophe Synechoccocus sp., peuvent utiliser du fer
associé a des colloides organiques récemment formés (Wang et Dei 2003). Cette absorption
ferait probablement suite a une réduction du fer colloidal par les cellules elles-mémes qui

conduirait a des formes ferreuses (Fe(ll)) hautement solubles (Sunda 2001) (figure 1.17).
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Figure 1.17. Schéma conceptuel d’'un mécanisme hypothétique d’assimilation du fer(lll) colloidal
(représenté par Fe(lll).o) par une cellule phytoplanctonique.

(i) le complexe Fe-EDTA ne peut pas traverser la membrane cellulaire et n’est donc pas
directement biodisponible pour la cellule (Shaked et al. 2005). Néanmoins, de méme que pour le
fer colloidal et/ou particulaire, le Fe(lll) complexé a 'EDTA pourrait étre réduit biologiguement
en Fe(ll) par les organismes au niveau de la surface membranaire puis ce Fe(ll) a la surface des
cellules pourrait étre transporté a l'intérieur de celles-ci (Shaked et al. 2005) (Figure 1.18). Ce
modele d’acquisition du fer est basé sur le fait que la réduction du Fe(lll) en Fe(ll) est une étape
nécessaire pour le transport du fer a I'intérieur des cellules, qu’il soit libre (Fe(lll)’) ou complexé
(Shaked et al. 2005). Ce modeéle reste actuellement peu étudié et est largement controversé
(Morel et al. 2008). En effet, une fois dissocié, le Fe(ll) formé a la surface des cellules pourrait
diffuser loin des cellules et reformer des complexes avec 'EDTA présent dans le milieu (Morel et
al., 2008). Néanmoins, Shaked et al. (2005) ont montré, pour la diatomée T. weisflogii, qu’une
partie de ce Fe(ll) provenant du complexe Fe-EDTA pouvait étre directement assimilé par les
cellules (Figure 1.18). Mais cette unique étude montre un taux de réduction du Fe(lll) complexé a
I’'EDTA plus faible de 4 ordres de grandeur que les taux de réduction des formes non complexées,

Fe(llNy".
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< FeT | Fe(ll)y

Figure 1.18. Schéma conceptuel du mécanisme de réduction du Fe(lll)’ et du Fe(lll) complexé a un ligand
(Y, tel 'EDTA) a la surface d’une cellule phytoplanctonique. Le Fe(ll) libre ainsi formé a la surface des
cellules (Fe (l)su) peut étre assimilé par la cellule, via des transporteurs spécifiques (FeT). La diffusion
possible du Fe(ll) formé a la surface des cellules dans le milieu n’est pas représentée ici. D’aprés Shaked et
al., 2005 (Copyright 2014 by the Association for the Sciences of Limnology and Oceanography, Inc.).

Cette réduction biologique de Fe(lll)-EDTA n’étant pas prise en compte dans le calcul du Fe’, elle
pourrait alors expliquer le paradoxe révélé par I'existence de différences physiologiques chez C.
watsonii malgré des concentrations en Fe’ supposées homogénes et maximales. Les résultats
obtenus suggérent donc que les mécanismes d’acquisition du fer présentés ci-dessus pourraient
exister chez C. watsonii. Néanmoins nous ne pouvons que poser des hypotheses, les mécanismes

d’acquisition du fer chez C. watsonii n’étant a ce jour pas connus.

IV.2.2. Vers une limitation sévére en fer (de 43.3 a 3.3 nM de Fe)

Lorsque la concentration en fer continue de décroitre, passant de 43.3 a 3.3 nM, la limitation
s’intensifie. Contrairement a la situation de limitation en fer modérée, le taux de croissance
diminue significativement (de 0.50 + 0.03 4 0.20 + 0.03 | ) (Figure 1.19). Les contenus cellulaires
et les taux de fixation de N, et de CO, par cellule continuent de décroitre progressivement
(Figure 1.19). Le biovolume reste inchangé dans cette gamme de concentrations (Figure 1.19) ce
qui signifie que les cellules ont atteint leur taille minimale aux alentours de 43.3 nM de Fe. En

conséquence, les contenus en C, N et Chla par um?® diminuent significativement (d’un facteur ~2)
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(Figure 1.14), tout comme les taux de fixation de N, et de CO, par um® qui diminuent

respectivement d’un facteur 4 et 3 (Figures 1.15).
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Figure 1.19. Réponse physiologique de C. watsonii en condition de limitation en fer modérée : taux de
croissance (W), taux de fixation de N, et de CO, par cellule et contenus cellulaires en C, N et Chla en
fonction du biovolume. La fleche noire indique la variation observée du biovolume et des parameétres
physiologiques pour une diminution de Fe de 403.3 a 43.3 nM. Un nombre différent d’étoiles indique une
différence significative des moyennes du biovolume et des lettres différentes une différence significative
des moyennes du parametre considéré.

En condition de sévére limitation en fer, les cellules ne sont donc plus capables de fixer
suffisamment de C et de N afin de maintenir une composition optimale, de produire
suffisamment de Chla ni de générer suffisamment d’énergie pour maintenir une croissance
maximale. La diminution de l'activité photosynthétique de fixation de CO, de C. watsonii
observée lors d’une limitation sévere en fer peut étre expliquée par le fait que le processus de
photosynthese met en jeu de nombreuses enzymes métalliques riches en fer, telles que les
cytochromes (Saito et al. 2011; Behrenfeld et Milligan 2013). La diminution du contenu en Chla
par um>, couramment observée lors d’un stress en fer chez les organismes photo-autotrophes
(Behrenfeld et Milligan 2013) est due au fait que beaucoup de protéines contenant du fer sont
impliquées dans sa synthése (Raven 1988; Behrenfeld et Milligan 2013). La Chla étant un

pigment photosynthétique majeur, sa diminution explique également, au moins en partie, la
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baisse d’activité photosynthétique de C. watsonii. Chez les organismes photo-autotrophes, tels
que C. watsonii, la cellule est alimentée en énergie chimique sous forme d’adénosine
triphosphate (ATP) générée lors de la respiration des hydrates de carbone produits durant la
photosynthese. L’activité photosynthétique moins efficace chez C. watsonii en condition de
limitation sévére en fer conduit alors a une diminution de la production d’énergie disponible

pour les différents processus métaboliques de la cellule, comme la fixation de N,.

Les résultats montrent un impact plus important de la limitation en fer sur le taux de fixation N,
V-norm (diminution d’un facteur ~7) par rapport au taux de fixation de CO, V-norm (diminution
d’un facteur ~3). Cette différence peut s’expliquer par le contenu important en fer de la
nitrogénase associé au fort colt énergétique de la fixation biologique de N,. De récentes études
ont rapporté que la limitation en fer conduit a une régulation négative de I'expression de la
nitrogénase chez T. erythraeum, entrainant une diminution du taux de fixation de N, et ce en
culture (KUpper et al. 2008) et in-situ (Richier et al. 2012). Cela pourrait également étre la cause
de la diminution de l'activité de la nitrogénase observée ici chez C. watsonii, mais n’a pas été
démontré a ce jour. De plus, comme mentionné plus haut, chez C. watsonii en condition de
sévere limitation en fer, la production d’énergie au sein de la cellule est diminuée. Or, la fixation
de N, est le processus utilisant le plus d’énergie au sein de la cellule puisque ~60 % de |'énergie
produite lors la respiration est utilisée par ce processus (dont 20 % dévoué au fonctionnement
de la nitrogénase et 40 % pour la protection de cette derniére contre les dommages dus a
I'oxygéne) (GroRkopf et Laroche 2012). Donc, la diminution d’énergie produite entraine
également une diminution du taux de fixation de N, V-norm observée chez C. watsonii. Cette
réponse métabolique explique I'impact plus fort de la limitation en fer sur la fixation de N,
comparé a la photosynthése puisqu’en cas de limitation sévére en fer, la diminution de
I'activité de fixation de N, due a une réduction de la quantité de nitrogénase produite serait

accentuée par une réduction de la quantité d’énergie qui lui est fournie.

La diminution de la fixation de CO, et N, par um3 chez C. watsonii en condition de sévere
limitation en fer est associée a une diminution importante des contenus en C et N par um®.
Cependant, le rapport C/N ne semble pas impacté par la diminution de la concentration en fer.
Cela signifie que les contenus cellulaires en C et N ont diminué proportionnellement, alors que la

V-fixation de N, a été plus affectée que la V-fixation de CO,, ce qui aurait di entrainer une
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augmentation du rapport C/N. Un impact de la limitation en fer sur I’excrétion de N et/ou de C et

sur la respiration de C permettant le maintien du rapport C/N est donc envisageable.

En condition de non-limitation nutritive C. watsonii semble fixer du N, en exces par rapport a ses
besoins azotés pour la croissance et pourrait ainsi excréter jusqu’a 66 % de 'azote fraichement
fixé (Dron et al. 2012a). Malgré le fait que I'impact d’une limitation en fer sur le taux d’excrétion
d’azote ne soit pas connu, nous pouvons émettre I’hypothése d’une réduction de la quantité de
N excrété en condition de limitation en fer ce qui préviendrait d’'une augmentation du rapport

C/N.

A partir du contenu cellulaire en C et du taux de fixation de CO, et supposant que ce flux est
constant durant la période lumineuse de 12h, nous avons calculé la production primaire en j*

selon I’équation 1.3 :

CO,fix x12

PP(™) = (équation 1.3)

cell
avec : CO,fix le taux de fixation de CO, en fmolC.cell*.h™ et C.y le contenu cellulaire en C en

fmolC.cell™.

Puis connaissant le taux de croissance 1 déterminé a partir de I'abondance cellulaire, nous avons
calculé le pourcentage de carbone fixé photosynthétiquement et utilisé pour la croissance selon

I’équation 1.4 :

L*100
PP()

PP“ (%) = (équation 1.4)

avec : 1 le taux de croissance en j"1

Les résultats ainsi obtenus sont présentés dans le Tableau 1.lll. Le pourcentage restant

correspond a la part de C respirée et excrétée.

Tableau 1.IlIl. Pourcentage du carbone fixé par photosynthése dédié a la croissance selon les différentes
concentrations ambiantes en Fe.

Fe (nM) 33 53 83 133 233 43.3 103.3 403.3

% 54 62 55 55 59 89 103 79
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Le pourcentage obtenu pour Fe = 103.3 nM de 103 % ne peut étre pris en compte car cela
supposerait une excrétion et une respiration de carbone nulles. En condition de non-limitation
en fer (Fe = 403.3 nM) et de limitation modérée (Fe = 43.3 nM), ~80 % du C fixé est dédié a la
croissance. En condition de sévére limitation en fer (Fe < 43.3 nM), ce pourcentage passe a
environ 57 %. Cela signifie donc une augmentation du pourcentage de C organique respiré
et/ou excrété en condition de sévére limitation en fer. En cas de limitation en fer, il a été
rapporté une diminution de la respiration cellulaire de T. erythraeum (Fu et Bell 2003) et une
diminution du pourcentage de carbone fixé utilisé lors de la respiration (Rochelle-Newall et al.
2014). Par analogie avec ces résultats et sachant que la respiration met en jeu des enzymes
contenant du fer, tels les cytochromes, nous pouvons poser I'hypothéese d’une diminution de la
respiration cellulaire chez C. watsonii en condition limitation en fer (Fu et al. 2008). Cela implique
donc une augmentation du pourcentage de carbone excrété en condition de sévere limitation en
fer, comme précédemment observé chez T. erythraeum (Rochelle-Newall et al. 2014). L'impact
de la limitation en fer sur I'excrétion de DOC reste un sujet peu étudié chez le phytoplancton,
diazotrophe ou non. De récentes études ont révélé que C. watsonii WH8501 produit et excrete
des polysaccharides extracellulaires (EPS) riches en carbone organique (Sohm et al. 2011; Dron et
al. 2012b). Il a été montré que pour C. watsonii WH0401, une souche appartenant a la méme
classe de taille que WH8501, une concentration en fer de 20 nM (EDTA = 2 uM) n’altére pas cette
production d’EPS (Sohm et al. 2011). Au vu de nos résultats, il serait intéressant de (i) déterminer
la production primaire dissoute de C. watsonii en présence d’une large gamme de concentration
en Fe et (ii) de caractériser cette matiére organique excrétée afin de déterminer la contribution
des EPS et la présence d’autres molécules d’intérét, tels les sidérophores (ligands organiques a
forte affinité pour le fer) dont I'excrétion en condition de limitation en fer a été détectée chez
certaines cyanobactéries marines non diazotrophes, telle Synechoccocus sp. (Wilhelm et Trick
1994; Lewis et al. 1995). De plus, certains polysaccharides ont été identifiés comme ligand a
faible affinité pour le fer augmentant sa biodisponibilité pour des diatomées dans I'océan Austral
(Hassler et al. 2010). L’excrétion potentielle de C organique sous forme d’EPS ou de sidérophores
par C. watsonii en condition de sévere limitation en fer pourrait alors étre une stratégie

d’adaptation a la limitation en fer qui pourrait permettre d’augmenter la biodisponibilité du fer.
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V. Etude comparative des caractéristiques physiologiques des cyanobactéries
diazotrophes en condition de non-limitation et de leurs réponses face a la limitation en
fer

V.1. C. watsonii vs UCYN-C et UCYN-A

V.1.1.Comparaison en condition de non-limitation en fer

Pour des cellules de C. watsonii plus grosses que la souche WH8501 appartenant a des souches
différentes : C. watsonii WH0O003 (diamétre = 5.08 um, Webb et al. 2009) et WH0005 (diamétre =
4.31 + 0.5 um Webb et al. 2009), il a été mesuré de plus forts contenus en C et N que chez
WH8501, ce qui est cohérent avec leur plus grand volume (Tableau 1.IV). Les taux de fixation de
N, et de CO, par cellule mesurés pour WHO003 par Garcia et al. (2013) sont également plus
élevés que ceux de WHS8501, mais équivalent (fixation de N,) ou inférieur (fixation de CO,)
lorsqu’ils sont normalisés par le biovolume. Ces différences peuvent étre le reflet de mesures
effectuées a différents moments au cours des périodes diurne et nocturne respectivement, du
fait d’'une forte variation de ces taux aux cours de ces périodes. Le rapport C/N des cellules plus
grosses (WHO0003 et WHO0O05) se trouve dans la méme gamme de valeurs que pour WH8501 (de
5.2 310.5).

Les UCYN isolées en océan ouvert (C. watsonii et Cyanothece sp. TW3) peuvent atteindre des
taux de croissances plus élevés que celles isolées en milieu cotier avec des taux jusqu’a 0.54 j*
pour I"'UCYN-B C. watsonii et 0.85 j* pour 'UCYN-C Cyanothece sp. TW3 (Tableau 1.IV). Il est a
noter que "UCYN-C TW3, océanique, atteint un taux de croissance beaucoup plus élevé que C.
watsonii. Le rapport C/N de Cyanothece sp. BG043411 déterminé en fin de phase obscure est
équivalent a la valeur nocturne chez C. watsonii WH8501 (Dekaezemacker et Bonnet 2011)
(Tableau 1.1V) et correspond donc a un rapport minimal du fait d’'un contenu en N maximal et en
C minimal si 'on se réfere aux variations journaliéres présentées par Dron et al. 2012a. Les
différences observées en termes de fixation de N, par cellule entre les UCYN-C cotieres, 'UCYN-C
océanique (TW3) et C. watsonii pourraient étre due a des différences de biovolume entre ces
cyanobactéries. Néanmoins, ce n’est pas le cas pour Cyanothece WH8904 qui a un volume
similaire a C. watsonii mais des taux de fixation de N, normalisés par la biomasse (COP) environ 2
fois plus faibles. Ces différences peuvent aussi étre le reflet de mesures effectuées a différents
moments au cours de la période nocturne. En effet les taux de fixation de N, varient fortement

au cours de la période nocturne chez C. watsonii (e.g. Mohr et al. 2010a; Dron et al. 2012a),

Cyanothece sp. ATCC 51142 (Schneegurt et al. 1994) et Cyanothece sp. TW3 (Taniuchi et al.
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2012). De plus, les taux de fixation de N, présentés pour Cyanothece sp. TW3 sont probablement
sous-estimé du fait de Iutilisation de la technique de N, gazeux pour leur mesure (Taniuchi et
al. 2012). Malgré cela, I'UCYN-C cétiere Cyanothece sp. ATCC 51142 peut atteindre des taux de

fixation considérablement plus élevés que C. watsonii WH8501 (Tableau 1.IV).
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Tableau 1.1V. Synthése bibliographique des données physiologiques mesurées pour différentes souches de C. watsonii, pour une UCYN-C océanique (Cyanothece TW3)
et différentes souches de Cyanothece spp. cotieres (lignes grisées) en conditions nutritives non-limitantes comparées a C. watsonii WH8501 en condition non-limitante.
Les valeurs entre parentheses correspondent aux écart-types associés.

Taux . Contenu Contenu . . . Groupe L
X Biovolume K K C/N fixation de CO, fixation de N, Espéce L. Références
croissance cellulaire C | cellulaire N phylogénétique
it um’ fmolC.cell* | fmolN.cell™ mol.mol™ | fmolC.cell™.h? | fmolC.um®h™ | fmoIN.cell®.h™ | fmoIN.um™>h* | mmoIN.molc™.h™
42 C. watsonii 8 Webb et al. 2009
0.29 533 (125) 93 (29) 7.2(1.1) WHO0005 Sohm et al. 2011
0.48 ~65 ~0.6 c . Webb et al. 2009
. watsonii
1290 (b) 120 (b) 9.4 (b) ~0.4 (d)(g) Dekaezemacker et Bonnet 2011
WHO0003 B
~0.6 (a) ~66 ~87.5 ~1.3 ~13 (d) ~0.20 (d) Garcia et al. 2013
Cyanothece sp.
0.85 0.3-14(e)f) Y P c Taniuchi et al. 2012
TW3
Cyanothece sp.
1.7-68(d) 4 o c Schneegurt et al. 1994
ATCC 51142
Cyanothece sp.
~0.4 ~5 (b) s P c Brauer et al. 2013
BG 043511
Cyanothece sp.
0.28 (0.04) ~14 ~1.7 (d) c? Berman-Frank et al. 2007
WH8904
0.52 (0.03) | 8.4 (2.6) (b) 9.6 (0.5 (c) 2.1(0.5) 3.9 (0.7) C. watsonii B Cette étude
0.14-0.54] 4.2-65.5 5.2-10.5 0.1-1 0.6-5(d) WH8501 Voir Tableau 1.11

(a) Culture en chemostat ou semi-continues avec U fixé ne correspondant pas forcement au Py
(d) Mesure des taux de fixation de N, par méthode de réduction de I'acétyléne

de jour

fixation de N, par méthode d’ajout du °N, non ré-estimés
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V.1.2. Comparaison de la réponse a la limitation en fer

A ce jour, une seule étude rapporte l'influence de la limitation en fer chez une autre UCYN,
Cyanothece WH8904 (Berman-Frank et al. 2007) isolée en zone cétiére (Ehrenreich et al. 2005) et
qui appartiendrait aux UCYN-C (Le Moal et al. 2011). Il a été observé pour cet organisme une
augmentation du taux de croissance de 36 % et une augmentation de [Iefficacité
photosynthétique (Fv/Fm 0.5 a 0.78) avec 'augmentation de la concentration en Fe mais aucune
influence de la limitation en fer sur le taux de fixation de N, normalisé par le COP et ce dans une
large gamme de concentrations en Fe (de 4 nM a 4 uM complexé a 20 uM d’EDTA) (Berman-
Frank et al. 2007). Bien que les diameétres cellulaires de C. watsonii (2.5 um, cette étude) et
Cyanothece WH8904 (~ 3 um, d’aprés Berman-Frank et al., 2007) en condition de non-limitation
en fer soient proches et que ces deux cyanobactéries réalisent la fixation de N, en période
nocturne, la diminution de la biodisponibilité du fer a des impacts contrastés sur la fixation de N,
de ces deux UCYN. Des différences en termes de besoins et/ou d’acquisition du fer peuvent donc
étre fortement suspectées entre ces deux UCYN. La différence des habitats d’origine (cotier ou
hauturier) de ces organismes peut étre écartée. En effet, les organismes océaniques sont mieux
adaptés aux faibles concentrations en nutriments que les organismes coétiers (Sunda et
Huntsman 1995). De ce fait, 'UCYN cotiere devrait étre plus impactée par la diminution des
concentrations en fer, or c’est le phénomene inverse qui est observé. Les différences entre les
réponses de C. watsonii et Cyanothece face a la limitation en fer pourraient alors venir du fait
gu’elles n’appartiendraient pas au méme groupe d’UCYN (respectivement UCYN-B et UCYN-C).
Ainsi, ces cyanobactéries auraient pu développer différentes stratégies d’adaptation a la
limitation en fer ou différents mécanismes d’acquisition du fer, avec par exemple la diminution
du biovolume sur toute la gamme de concentrations en Fe chez Cyanothece sp, ce qui pourrait
expliquer I'homogénéité des taux de fixation de N, normalisés par la biomasse (COP) observée

par Berman-Frank et al. (2007).

Les UCYN-A ont un diametre de 0.7 a 1 um (Goebel et al. 2007), plus petit que celui de C.
watsonii, ce qui entraine un rapport S/V plus grand chez les UCYN-A. En conséquence, les UCYN-
A possédent de meilleures capacités d’acquisition du fer que les UCYN-B. De plus, les UCYN-A,
diazotrophes photo-hétérotrophes, ne possédent pas de photosysteme Il (Zehr et al. 2007b) qui
contient 3 a 4 atomes de fer (Raven 1990; Behrenfeld et Milligan 2013). Il est donc probable que
les UCYN-A aient des besoins en fer moindres que ceux des UCYN photo-autotrophes comme C.

watsonii ou plus largement les UCYN-B et C.
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Des expériences d’enrichissement en fer (microcosmes) réalisées en Atlantique Tropical Nord-Est
(Langlois et al. 2012) et Nord-Ouest (Turk-Kubo et al. 2012) confortent le postulat de différences
en termes d’adaptation a la limitation en fer chez les UCYN car elles montrent des réponses
contrastées au sein de la communauté des UCYN. L'expression du géne nifH des UCYN-B (Turk-
Kubo et al. 2012) et leur abondance (copies nifH.L") (Langlois et al. 2012) sont nettement
stimulées par I'ajout de fer alors que qu’aucune réponse n’est observée chez les UCYN-A et seule
une légére stimulation de I'abondance de UCYN-C a été observée au Nord-Est (Langlois et al.
2012). En revanche, dans le Pacifique Sud-Ouest, une stimulation de I'abondance (copies nifH.L™)
des UCYN-A et de C. watsonii a été observée suite a un enrichissement en fer (Moisander et al.
2012). Ces réponses variables montre ainsi qu’il existe, dans le milieu naturel (i) une variabilité
des besoins en fer au sein de la communauté des UCYN et (ii) une variabilité interbassin et a
méso-échelle de I'impact de la limitation en fer au sein de la communauté des UCYN qui dépend
probablement de la concentration en fer biodisponible et de la composition de la communauté

des UCYN.

V.2. C. watsonii vs T. erythraeum

V.2.1. Comparaison en condition de non-limitation en fer

Les résultats obtenus ici permettent de comparer les caractéristiques physiologiques de C.
watsonii et T. erythraeum cultivées en condition de non-limitation en fer (Tableau 1.V). Il en
ressort que C. watsonii semble atteindre des taux de croissance plus élevés que ceux de
Trichodesmium spp. Les rapports C/N sont distribués dans une gamme de valeurs assez
semblable pour les deux organismes. Le rapport Chla/C est par contre nettement plus élevé chez
Trichodesmium erythraeum ce qui pourrait étre le reflet d’'une synthese accrue du photosysteme
I, contenant de la chla. Cela permettrait alors la réduction d’oxygene en eau sous l'action de
I’énergie lumineuse (réaction de Mehler) afin de protéger la nitrogénase des effets néfastes de
I’oxygéne produit durant la photosynthése réalisée chez Trichodesmium au méme moment que
la fixation de N, (Milligan et al. 2007). Néanmoins, les capacités de fixation de CO, par unité de
Chla semblent meilleures chez C. watsonii qui posseéde moins de Chla par unité de biomasse

(Tableau 1.V).
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Tableau 1.V. Synthése bibliographique des données physiologiques mesurées pour des cultures de
Trichodesmium spp. en conditions nutritives non-limitantes comparées a C. watsonii WH8501 en condition

non-limitante. Les valeurs entre parenthéses correspondent aux écart-types associés.

T
.aux C/N Chla:C | fixation de CO, fixation de N, Références Espéce
croissance
1 1 1 pugC.pgChla™.h™ | mmoIN.molC™.h" | moIN.molChla™.h°
j mol:mol™ | mg.mol N i 1
Berman-Frank et al. 2001b;
0.12 12 (4) 290 0.5 (c) 2.6(c)
2007
~3.6 (max) Berman-Frank et al. 2001a
0.49 6.2 (0.43) Tuit et al. 2004 T. erythraeum
0.25 6.2 157 Breitbarth et al. 2007 IMS 101
0.35(0.04) | 5.1(0.1) 1.25 (0.1) Hutchins et al. 2007
0.46 (0.01) | 7.4(0.8) | 119(2) | 1.07(0.01) (b) 3.4(0.2) (d) 25.5(1.6) (d) Shi et al. 2012
0.46 (0.08) | 5.1(0.1) 179 (a) Bucciarelli et al. 2013
. Trichodesmium
0.12-0.16 0.2-40 LaRoche et Breitbarth 2005
spp.
C. watsonii
0.52 (0.03) | 9.6 (0.5) 52 (5) 13.8 (2.5) 3.9 (0.7) 78.4 (5.5) Cette étude
WH8501
i C. watsonii
0.14-0.54 | 5.2-10.5 | 74 (11) 0.6-5 (c) 34.5 (c) Voir Tableau 1.11
WH8501

(a) Valeur recalculée en considérant une masse molaire de 893.5 g.mol™ pour la Chla

(b) Valeur recalculée a partir de la valeur de Chla/C donnée dans cette publication

(c) Mesure par réduction de l'acétyléne

(d) Mesure du taux de fixation de N, par la méthode d’ajout du BN, gazeux et ré-estimés selon
Mohr et al. (2010b)

Les taux de fixation de N, par unité de COP de C. watsonii se trouvent dans la méme gamme de
valeur que ceux de T. erythraeum (Tableau 1.V). Par contre, lorsqu’ils normalisés par la chla les
taux de fixation de N, sont globalement plus faibles pour Trichodesmium spp. (Tableau 1.V). Cela
est probablement dd au plus fort contenu en chla chez Trichodesmium spp. comme expliqué ci-
dessus. Afin de réaliser une meilleure comparaison en s’affranchissant des fortes variations de
I'intensité des flux de fixation de N, au cours de la période nocturne (pour C. watsonii) ou diurne
(pour Trichodesmium spp.), il faudrait connatitre les flux intégrés sur chacune de ces périodes et
normalisés par unité de biomasse, ce qui n’a jamais été publié pour C. watsonii. Cet exemple
illustre donc la difficulté mise en jeu dans la comparaison physiologique d’organismes dont le

métabolisme est soumis a un cycle nycthéméral, telles les cyanobactéries diazotrophes.

V.2.2. Comparaison de la réponse a la limitation en fer

De méme qu’elles présentent des différences de caractéristiques physiologiques en condition de
croissance optimale (Tableau 1.VI), nous allons voir que T. erythraeum et C. watsonii répondent
également différemment a la limitation en fer. Les différences morphologiques de taille et les

différentes périodes d’activité de fixation de N, (i.e. le jour pour T. erythraeum et la nuit pour C.
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watsonii) vont induire des différences au niveau des besoins en fer et possiblement au niveau
des stratégies d’acquisition du fer. Le manque de d’informations sur la biodisponibilité du fer
dans les études sur la limitation en fer des cyanobactéries diazotrophes en culture rend difficile
la comparaison quantitative entre les résultats obtenus ici pour C. watsonii avec ceux
précédemment publiés pour Trichodesmium spp. Mais deux études portant sur la cyanobactérie
filamenteuse T. erythraeum IMS101 ont été menées au LOCEAN, dans des conditions de culture
similaires a celles de C. watsonii (intensité lumineuse, température, milieu de culture, pH et
concentrations en fer et EDTA) (Bucciarelli et al. 2013; Rochelle-Newall et al. 2014). Nous allons
ainsi pouvoir comparer pour la premiere fois les réponses observées pour T. erythraeum avec

celles obtenues ici pour C. watsonii.

Tout comme C. watsonii, la croissance de T. erythraeum est controlée par la disponibilité du fer
(Figure 1.20, Tableau 1.VI). La diminution de la concentration en Fe de 400 a 5 nM induit une
diminution du taux de croissance plus marquée chez T. erythraeum (3.1 fois) que chez C. watsonii
(2.3 fois) (Tableau 1.VI). L'impact de la limitation en fer sur la croissance est donc plus fort chez

T. erythraeum que chez C. watsonii.
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Tableau 1.VI. Réponses physiologiques a la limitation en fer de C. watsonii WH8501 (Croco, valeurs en gras,
cette étude) et de T. erythraeum IMS101 (Tricho) pour des conditions de culture similaires. La
concentration d’EDTA dans les milieux de culture est de 2 uM. Tous les parameétres ont été mesurés en
phase exponentielle de croissance. Le facteur de diminution correspond a la valeur obtenue pour la plus
forte concentration en Fe divisée par la valeur obtenue pour la plus faible concentration en Fe, excepté
pour les taux de fixation de N, et de CO, (valeur a Fe = 103.3 nM divisée par la valeur a 5.3 nM de Fe). Le
rapport C/N chez C. watsonii est significativement identique entre les deux concentrations extrémes en Fe
présentées ici.

facteur d
Fe (nM) 5(a) 8 (b) 13 (a) 100 (a) 400 (b) acteur de
diminution
i 0.23(0.01)  0.26 (0.02) 0.34 (0.04) 0.51 (0.03) 0.52 (0.03) Croco (-2.3)
T
0.15(0.04)  0.13(0.06) 0.23 (0.00) 0.34 (0.03) 0.46 (0.08) Tricho (-3.1)
5 nd nd 4.7 (0.9) nd 8.4(2.6) Croco (-1.8)
Volume (um®)
nd 5020 (241) nd nd 14855 (317) Tricho (-3)
8.9 (0.3) 8.8 (0.6) 10.2 (0.4) 8.4 (0.7) 9.6 (0.5) Croco (=)
C/N (mol/mol)
8.0 (0.6) 8.1(1.1) 6.6 (0.2) 5.4(0.2) 5.1(0.1) Tricho (+ 1.6)
0.04(0.00)  0.03 (0.01) 0.04 (0.00) 0.06 (0.01) 0.06 (0.01) Croco (-1.5)
Chla/C (mmol/mol)
nd 0.03 (0.01) nd nd 0.2 (0.03) Tricho (-6.7)
cO, Fix 31.6 (3.3) 39.1(2.3) 52.0 (4.1) 41.0 (8.4) 55.0 (2.7) Croco (-1.3)
ngC.pgClh? 26.5* nd 29.1* 94.6* nd Tricho (-3.6)
N2 Eix 2.8(0.5) 2.1(0.3) nd 5.8 (0.9) 3.9(0.7) Croco (-2.1)
(mmoIN.mmolgC™.h") | 0.3(0.1) nd 0.6 (0.2) 1.7(0.2) nd Tricho (-5.7)

(a) Rochelle-Newall et al. (2014) pour Tricho

(b) Bucciarelli et al. (2013) pour Tricho

* Production primaire totale — production primaire dissoute
nd : non déterminé

La distribution des taux de croissance de T. erythraeum en fonction des concentrations en Fe suit
également une distribution de Monod (Figure 1.20), ce qui a permis de déterminer les 2
parametres de croissance, Kyre et tmax. Il @ été observé pour C. watsonii un pmax plus fort que pour
T. erythraeum (0.54 + 0.01 et 0.44 + 0.03 j” respectivement), ce qui traduit bien des différences
métaboliques entre ces deux organismes, en condition de non-limitation. Il a été observé un K.
de 6.95 + 0.66 nM pour C. watsonii, soit 2 fois inférieur a celui de T. erythraeum cultivé dans les
mémes conditions (13.9 + 3.3 nM, calculé a partir de Bucciarelli et al. (2013) et Rochelle-Newall
et al. (2014)) (Tableau 1.VII). De méme que pour C. watsonii, il a été possible d’estimer le K
pour T. erythraeum IMS101 pour chaque concentration en Fe’ a partir des valeurs de Bucciarelli
et al. (2013) et Rochelle-Newall et al. (2014) inférieures a la limite de solubilité de Fe’ (Fe’ = 0.69,
0.30 et 0.26 nM) selon I'équation 1.2. Nous obtenons ainsi un K, moyen de 0.68 + 0.34 nM
pour T. erythraeum, soit également ~2 fois supérieur a celui de C. watsonii (Tableau 1.VII). Cela
indigue que C. watsonii est plus adaptée aux environnements pauvres en fer que T.

erythraeum.
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Tableau 1.VII. Récapitulatif des parametres de Monod (Kmax Kure €t Kyrer) pour C. watsonii WH8501
et T. erythraeum IMS101.

C. watsonii WH8501 T. erythraeum IMS101
Hmax (i) 0.54 +0.01 0.44+£0.03
Kyre (NM) 6.95 +0.66 13.9+3.3
Kyrer (NM) 0.38+0.11 0.68 +0.34
Fe' (nM)
0 5 10 15
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0.4

=

0.3 4
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Figure 1.20. Taux de croissance moyen (i, en j’l) de T. erythraeum IMS101 en fonction des concentrations
en Fe et Fe’ (nM) d’aprés Bucciarelli et al. (2013) et Rochelle-Newall et al. (2014). Les barres d’erreur
représentent les écart-types associés. Le trait plein représente la régression non-linéaire de Monod
(calculée a partir de Fe) et ses écart-types associés en pointillé La zone noire représente la région de
potentielle précipitation des hydroxydes de fer(lll).

T. erythraeum effectue aussi une stratégie de diminution de volume en condition de limitation en
fer. Néanmoins, le volume de ces ceux cyanobactéries n’est pas affecté de la méme maniéere avec
une diminution plus forte chez T. erythraeum (Tableau 1.VI). Les rapports C/N ne varient pas de
la méme fagon chez les deux organismes, avec une augmentation chez T. erythraeum quand les
concentrations en Fe diminuent alors qu’il n’y a pas de tendance marquée chez C. watsonii. Cette
augmentation de C/N est attribuée a la plus forte variation du taux de fixation de N, par rapport
au taux de fixation de CO, chez T. erythraeum (Rochelle-Newall et al. 2014). En effet, une
différence majeure est observée pour les taux de fixation de N, normalisés par la biomasse
(COP), qui diminuent 5 fois pour T. erythraeum et 2.1 fois pour C. watsonii pour une diminution

de Fe de 100 a 5 nM. Enfin le rapport Chla/C de T. erythraeum est plus fortement diminué en
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condition de limitation en fer, ce qui est cohérant avec le plus fort impact de cette limitation sur

les taux de fixation de CO, (Tableau 1.VI).

En condition de non-limitation en fer, le biovolume de T. erythraeum (~ 14855 um3, (Bucciarelli
et al. 2013)), est largement supérieur a celui de C. watsonii (8.4 pm?), ce qui induit un rapport
S/V plus fort chez C. watsonii (S/V = 2.4, Figure 1.10B) que chez T. erythraeum (S/V~0.55,
Ridame, comm. pers.; Berman-Frank et al. 2007). Les petites cellules, telles que C. watsonii
posseédent donc un rapport S/V plus favorable pour I'absorption des nutriments, dont le fer
(Hudson et Morel 1990; Sunda et Huntsman 1995). Elles sont donc mieux adaptées a de plus
faibles concentrations en fer, ce qui peut en partie expliquer pourquoi C. watsonii est moins
fortement impactée par la limitation en fer que la cyanobactérie filamenteuse T. erythraeum. En
effet, Berman-Frank et al. (2007) ont montré une utilisation du fer par unité de biomasse (FUE,
‘Iron utilization efficiency’) plus efficace pour des cellules présentant des rapports S/V plus forts
(telle Cyanothece WH8904) que pour des cellules présentant des S/V plus faibles (telle T.
erythraeum). De plus, C. watsonii effectue une fixation de N, nocturne (Tuit et al. 2004; Mohr et
al. 2010a) avec synthése et dégradation journaliére des enzymes métalliques impliquées dans la
photosynthese (certaines protéines du PSI et les cytochromes b6 et c550) et dans la fixation de
N, (les deux complexes protéiques de la nitrogénase), de facon coordonnée a leur utilisation

(Figure 1.21) (Saito et al., 2011).

N, + 8H* > 2NH, + H,

o
Complexe | A
Nitrogénase

Figure 1.21. Stratégie de conservation du fer effectuée par C. watsonii. D’apres M. Saito, WHOI. Les fleches
rouges représente le transfert des molécules de fer libérées par les enzymes photosynthétiques et
réutilisées par le complexe nitrogénase ou inversement.
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Cette stratégie de conservation du fer permet de recycler quotidiennement le fer contenu dans
ces enzymes et conduit a réduire jusqu’a 40 % les besoins en fer de C. watsonii (Saito et al. 2011).
T. erythraeum n’utilise probablement pas cette stratégie, ou du moins pas aussi efficacement
que C. watsonii puisqu’elle effectue a la fois la photosynthése et la fixation de N, de jour. La
ferrédoxine, protéine fer-soufre, utilisée pour le transport d’électrons dans la photosynthese est
également un donneur d’électrons efficace pour la nitrogénase chez T. erythraeum (LaRoche et
Breitbarth 2005). Chez les cyanobactéries, en condition de carence en fer, la flavodoxine,
protéine dépourvue de fer, agit comme un donneur d’électrons pour la nitrogénase
alternativement a la ferrédoxine (Ferreira et Straus 1994), comme précédemment rapporté pour
T. erythraeum (Chappell et Webb 2010). Cependant, chez C. watsonii, la forte abondance
nocturne de flavodoxine, méme en condition de non-limitation en fer, apparait étre une
adaptation pour la réduction de la demande cellulaire en fer (Saito et al. 2011). Toutes ces
caractéristiques physiologiques de C. watsonii, récemment observées, supportent donc
I’hypothése de faibles besoins en fer, comparés a la cyanobactérie diazotrophe filamenteuse T.
erythraeum. Cela est en accord avec les plus forts rapports cellulaires Fe/C observés en condition
de non-limitation pour T. erythraeum (Fe/C compris entre 69 et 87 umol:mol (Berman-Frank et
al. 2001b; Tuit et al. 2004)) par rapport a ceux de C. watsonii (Fe/C = 16 umol.mol™ (Tuit et al.

2004)). L’ensemble de ces résultats explique donc la meilleure adaptation de C. watsonii

par rapport a T. erythraeum aux environnements pauvres en fer.
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VI. Conclusions et influence du fer sur la biogéographie des cyanobactéries
diazotrophes en milieu naturel

Nous avons quantifié pour la premiére fois I'impact de la biodisponibilité en fer sur la
croissance, le volume et I’activité photosynthétique et de diazotrophie d’une UCYN océanique,
en mettant en évidence une réponse dépendant du degré de limitation. La photosynthése
(fixation de CO,) permettant de fournir de I'énergie pour alimenter la fixation de N,, ces deux
processus de fixation sont étroitement liés. La réponse cellulaire doit donc étre considérée
globalement car une limitation en nutriment, tel que le fer, va affecter le métabolisme entier de

la cellule en impliquant des rétroactions croisées.

L'observation d’un impact significatif de la biodisponibilité en fer sur I'activité de fixation de N,
de C. watsonii contribue a I'amélioration des connaissances concernant le contréle du fer sur le
cycle du N dans les régions tropicales et subtropicales. Ces résultats viennent compléter ceux
de précédentes études ayant permis de mettre en évidence une modification du protéome de C.
watsonii induite par une limitation en fer, avec notamment |'expression d’'une protéine
particuliére spécifique du stress en fer (IdiA), supposée jouer un role dans I'absorption du fer
(Webb et al. 2001). Plus récemment, Saito et al. (2011) ont étudié le protéome complet de C.
watsonii et mis en évidence une dépendance de |'expression de certaines protéines a la
disponibilité en fer (Saito et al. 2011 Supp.). Ces auteurs ont montré, lors d’une diminution de la
biodisponibilité du fer, 'intensification de I'expression d’une protéine (Cwat5294) pouvant étre
mise en jeu dans un mécanisme de concentration du carbone. Celle-ci faciliterait le transport du
HCO; et du CO, a l'intérieur des cellules afin d’augmenter la concentration du carbone autour
d’'une enzyme catalysant la fixation intracellulaire du CO, (la RuBisCO ou ribulose-1,5-
bisphosphate carboxylase/oxygenase, Badger et al. 2006). Saito et al. (2011) ont également
observé que la diminution de la disponibilité du fer induisait un doublement dans I’'abondance de
la RuBisco et une augmentation (20 fois) de I'abondance d’une enzyme impliquée dans la
synthése d’hydrates de carbone (fructose bi-phosphate aldolase). Ces auteurs en concluent que
les cellules subissant un stress en fer tendent a effectuer une fixation de carbone plus efficace. lls
vont méme plus loin, en suggérant qu’en conditions de carence en fer, I'augmentation
de I'expression de ces protéines impliquées dans la fixation intracellulaire de C permettrait une
excrétion de matériel extracellulaire organique, dans le but de stimuler la croissance de bactéries
hétérotrophes productrices de sidérophores ce qui faciliterait I'absorption du fer par les
cyanobactéries (Amin et al. 2009). Cependant, il n’a pas été mis en évidence chez C. watsonii de

génes impliqués dans la biosynthese de récepteurs pour le transport de sidérophores similaires a
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ceux retrouvés chez les bactéries (Hopkinson et Morel 2009). Il en est de méme chez T.
erythraeum mais il a été montré que des colonies isolées de Trichodesmium spp. dans
I’Atlantique subtropical pouvaient assimiler du fer lié a différents types de sidérophores,
possiblement grace aux bactéries hétérotrophes présentes au sein de colonies (Achilles et al.
2003). Il pourrait ainsi exister chez les cyanobactéries marines des voies alternatives, non
connues a ce jour, d’acquisition du fer lié a des sidérophores. Les constantes conditionnelles de
stabilité de 'EDTA avec le Fe(lll)’ étant proche de celles des ligands naturels de type sidérophore

(logKsond . ~ 8.5 & 17.6 (Hudson et al. 1992), log K"~ 12, avec L un ligand organique naturel

de type sidérophore (Barbeau et al. 2003)), ce type de systeme d’acquisition du fer a pu avoir
lieu dans nos cultures. Ces précédentes observations et les résultats obtenus ici mettant en
évidence une réduction du biovolume afin de maintenir une croissance maximale montrent donc
la capacité de C. watsonii a s’adapter aux conditions de limitation en fer. De plus, étant donné
que la croissance et les activités de fixation de N, et CO, de C. watsonii sont fortement
dépendantes de la biodisponibilité en fer, les apports atmosphériques de poussieres
désertiques, constituant la source majeure de fer a 'océan ouvert de surface (Jickells et al.

2005), pourraient contréler son abondance et son activité physiologique.

D’apres les résultats présentés, nous pouvons dire que dans I'océan les UCYN sont susceptibles
d’étre limitées par le fer et ce dans une moindre mesure que les cyanobactéries diazotrophes
filamenteuses, telles que Trichodesmium sp. Cela implique donc un controle du fer sur la
biogéographie des cyanobactéries diazotrophes, ce qui est en accord avec les observations de
différentes niches écologiques pour Crocosphaera et Trichodesmium dans le milieu naturel.
Campbell et al. (2005) ont observé, dans le Pacifique Sud-Ouest, que les UCYN assimilées a C.
watsoniji sont dominantes aux stations océaniques (concentrations en dFe < 0.06 nM), alors que
Trichodesmium spp. dominent les stations cotieres plus riches en fer (0.5 nM). Ces auteurs ont
attribué cette distribution relative a la biodisponibilité en fer, plus importante en région cotiére.
Du fait du manque de données concernant les UCYN, la paramétrisation de la fixation de N, dans
les modeles biogéochimiques est principalement basée sur les caractéristiques de
Trichodesmium (e.g. (Moore et al. 2004; Coles et Hood 2007). Ces modeéles pourraient alors étre
améliorés par I'ajout d’'un compartiment UCYN puisqu’elles semblent se développer dans des
niches écologiques plus vastes que Trichodesmium spp.. De plus, nos résultats confortent I'idée
que les besoins en fer et/ou les stratégies d’acquisition du fer sont variables au sein de la

communauté des UCYN (UCYN-A, Crocosphaera et Cyanothece). La biodisponibilité de ce
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micronutriment pourrait alors expliquer en partie du moins la variabilité spatiale de la
composition de la communauté des UCYN. Ainsi, les cyanobactéries fixatrices de N, ne doivent
pas étre considérées comme un seul groupe dans les modeéles biogéochimiques globaux ou
régionaux. Il serait pertinent de considérer différents types d’UCYN dans les modeles
biogéochimiques de biogéographie des diazotrophes tel que celui de Monteiro et al. (2010) ou
Dutkiewicz et al. (2012). Dans ces modeles, les besoins en fer des UCYN simulés sont représentés
par un Kye., déterminé a partir de données expérimentales obtenues pour Trichodesmium et des
cyanobactéries unicellulaires non diazotrophes (Prochlorococcus ou Synechococcus). Dans ce
contexte, les données obtenues dans notre étude vont permettre d’améliorer la
paramétrisation de la fixation de N, et de la distribution des UCYN dans les modéles

biogéochimiques.
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I. Importance biogéochimique des apports atmosphériques de fer a I’océan ouvert

Il existe plusieurs sources de fer a 'océan impactant des régions différentes avec des intensités

contrastées.

Apports fluviaux

Les apports fluviaux constituent une source majeure de fer total en milieu c6tier, mais seul ~0.2
% de ce fer se trouve sous forme dissoute (Poulton et Raiswell 2002). De plus seulement ~10 %
de ce fer atteint finalement l'océan, le reste étant piégé dans les estuaires suite a des
mécanismes d’agréation et de précipitation importants dans ces zones (de Baar et de Jong 2001).
Cette source de fer est donc restreinte principalement a la zone cétiére et impacte peu I'océan

ouvert.
Apports sédimentaires

Les apports en fer total liés a la remise en suspension des sédiments des marges continentales ne
sont pas exclusivement réservés au milieu coOtier et peuvent étre transportés sur de grandes
distances grace a des phénoménes physiques tels que les tourbillons (Johnson et al. 2005) ou
I’advection horizontale rapide (Lam et Bishop 2008). Les mécanismes de remontée d’eau
profonde (upwelling) permettent un apport de fer dissous d’origine sédimentaire a I'océan de
surface dans certaines régions (Bruland et al. 2005; Moore et Braucher 2008). Enfin, le sillage des
fles peut également constituer une source non-négligeable de fer dissous a I'océan de surface,
comme cela a récemment été montré au niveau des iles Kerguelen dans I'océan Austral par Blain

et al. (2008).
Apports hydrothermaux

Les sources hydrothermales (ou fumeurs) libérent également de grandes quantités de fer
(Elderfield et Schultz 1996), dont une partie peut atteindre la surface de I'océan cétier ou ouvert
sous forme dissoute (Tagliabue et al. 2010). Mais cet apport est majoritairement restreint aux
régions dont I'activité hydrothermale est importante (proche de I'lslande par exemple, mais aussi
dans une moindre mesure dans l'océan Austral) et il ne contribuerait que a 3 % des

concentrations globales de fer dissous dans I'océan de surface (Tagliabue et al. 2010).
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Apports atmosphériques

Les apports atmosphériques d’origine éolienne représentent, a I'échelle globale, la principale
source de fer total pour les eaux de surface hauturiéres (Duce et Tindale 1991; Jickells et al.
2005). Une large majorité du fer total atmosphérique (95 %) est contenue dans les poussiéres
d’origine désertique, les 5 % restant provenant d’aérosols issus de combustion (fossile ou feu de
biomasse) (Luo et al. 2008; Mahowald et al. 2009). Les poussiéres désertiques sont transportées
par voie atmosphérique sur de longues distances depuis leurs zones de production dans les
régions arides et semi-arides, tels les déserts du Sahara, de Chine, de la péninsule arabique,

d’Australie ou de la Patagonie (Maher et al. 2010, Figure 2.1).

0.002 001 002 004 010 020 1 2 10 20 100

Fe (g.m2.an™)

Figure 2.1. Flux annuel de dépots de fer total atmosphérique a la surface des continents et océans en
g.m'z.an’l. Les principales sources désertiques de poussiéres atmosphériques sont identifiées : 1. Sahara, 2.
Péninsule Arabique, 3. Désert de Chine, 4. Australie et 5. Patagonie. D’aprés Mahowald et al. (2009) (avec
la permission d’Elsevier licence n°3403190241807) et Maher et al. (2010).

Les aérosols se déposent a I'océan par dépo6t sec di a la chute gravitaire et surtout par dépot
humide via les précipitations (30 a 95 % des dépdts, (Jickells et Spokes 2001)). Les poussieres
désertiques contiennent en moyenne 3.5 % de fer (Jickells et al. 2005) et il a été estimé un
apport annuel global a I'océan ouvert par voie atmosphérique de 12 a 16 Tg de fer total (Jickells
et al. 2005; Luo et al. 2008) et de 0.26 Tg de dFe (Johnson et Meskhidze 2013). Les zones
tropicales de I’'hémisphére nord sont les plus impactées par les apports désertiques en fer du fait
de la prédominance des continents dans cet hémisphére. Le désert du Sahara constitue la

principale source de fer atmosphérique (Figure 2.1 et 2.2). La majorité des dépots
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atmosphériques de fer a donc lieu dans I'océan Atlantique Nord et en mer Méditerranée qui se
trouvent sous l'influence des vents des cotes nord africaines (Figure 2.1) (Mahowald et al. 2009).
L’Atlantique Nord regoit alors 43 % du dépot total de poussieres a I'océan (Jickells et al. 2005) et

~60 % du dépot total de fer atmosphérique a 'océan (Mahowald et al. 2009).

Figure 2.2. Photos satellites d’'un panache atmosphérique de poussieres sahariennes au-dessus de I'océan
Atlantique Nord. Eveénements du 28 février 2000 (A) et du 13 février 2001 (B).Images seawifs, NASA.

Il existe dans l'océan des zones particuliéres appelées zones HNLC pour « High Nutrient Low
Chlorophyll », au sein desquelles la biomasse du phytoplancton et la production primaire sont
faibles en dépit de fortes concentrations en nitrates et phosphates. Les trois principales zones
HNLC sont situées dans le Pacifique équatorial, le Pacifique subarctique et I'océan Austral. Ces
zones sont également caractérisées par de faibles concentrations de dFe, de I'ordre 0.1 a 0.3 nM
(Bowie et al. 2001; Nishioka et al. 2001; Sedwick et al. 2002) et il a été montré que c’est le fer qui
limite le développement phytoplanctonique dans ces régions (e.g Martin et Fitzwater 1988;
Martin et al. 1990; Boyd et al. 2000; Gervais et al. 2002; Tsuda et al. 2003). En effet, ces zones
sont peu soumises aux dépots atmosphériques (Jickells et al. 2005) (Figure 2.1). Durant le dernier
maximum glaciaire (-18000 ans), le dépot atmosphérique de poussieres éoliennes dans 'océan
austral aurait été 20 fois plus élevé qu’actuellement (Mahowald et al. 1999). L'apport résultant
en fer aurait permis de stimuler la production primaire dans I'océan Austral (Martin 1990),
contribuant ainsi a la diminution de 80 ppm de la pCO, lors de cette période (Sigman et Boyle
2000). Une autre hypothése a la diminution de la pCO, lors du dernier maximum glaciaire a été
proposée par Falkowski (1997) : les apports atmosphériques élevés auraient permis de stimuler

la fixation de N, dans les zones LNLC, ce qui aurait alors entrainé une augmentation du stock de
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N nouveau et donc de la production nouvelle permettant d’intensifier la pompe biologique. Ces
exemples illustrent le role clé des apports atmosphériques de fer sur le climat via leur impact sur
la productivité phytoplanctonique et également sur la fixation océanique de N,. Falkowski (1997)
a également suggéré que la limitation de la fixation de N, par le fer pourrait avoir un impact
considérable sur la pompe biologique de carbone dans I'océan actuel. Les faibles concentrations
en dFe dans I'océan de surface (< ~1 nM (Toulza et al. 2012)) pourraient limiter la fixation de N,
dans les régions peu soumises aux apports atmosphériques d’origine désertique comme dans
I’Atlantique (sub)tropical sud ol les taux de fixation de N, et 'abondance de Trichodesmium spp.
sont faibles (Moore et al. 2009). A I'inverse, dans I’Atlantique tropical Nord fortement soumis
aux apports sahariens, les taux de fixation et abondances de Trichodesmium spp. sont nettement
plus élevés et corrélés a la concentration de dFe ambiante (Wu et al. 2000; Moore et al. 2009).
Malgré leur importance biogéochimique majeure, les interactions entre le fer atmosphérique et
le réseau tropique océanique et plus particulierement entre le fer atmosphérique et la fixation

de N, sont mal connues.

L’'objectif ici est donc d’étudier la réponse de C. watsonii a un apport de fer issu de la
dissolution de poussiéres désertiques afin de déterminer si un tel apport est susceptible de
libérer du fer biodisponible pour cette UCYN. Pour cela, des cultures de C. watsonii limitées en
fer ont été fertilisées par une pluie saharienne simulée représentative d'un apport

atmosphérique naturel.

Les résultats principaux de cette étude feront I'ceuvre une publication prochainement soumise a
Limnology and Oceanography : V. Jacq, C. Ridame, S. L'Helguen, F. Kaczmar, K. Desboeufs :
Impact of atmospheric iron from Saharan dust on the growth and activity of the UCYN-B

Crocosphaera watsonii : a culture experiment. (in prep).

112



Chapitre 2. Impact d’une pluie saharienne sur la croissance et I'activité de C. watsonii limitée en fer

Il. Synthése de la pluie désertique: simulation d’un dépot humide de poussiéres
sahariennes

Pour ces expériences en cultures, nous avons choisi de simuler un dép6t humide car la solubilité
du fer issu des poussiéres désertiques est plus forte lors d’un tel apport comparé a un dépét sec

(par exemple 14 % pour les dépdts humides contre 0.01 % pour un dépot sec en mer de

Sargasses (Jickells 1999)).

11.1. Le choix des poussiéres et de la charge particulaire de la pluie simulée

Les poussieres utilisées pour la synthése de la pluie simulée proviennent de la fraction fine
(inférieure 20 pm, tamisage a sec réalisé au LISA) de sols collectés au Niger, une région source
d’aérosols désertiques transportés vers I'océan Atlantique tropical et subtropical Nord (Figure
2.3). Cette fraction est représentative de la fraction dite aérolisable, c’est-a-dire pouvant étre

transportée sur de longues distances par voie atmosphérique (Marticorena et Bergametti 1995).

| [
60W 0 60E

Figure 2.3. Distribution des différentes sources de poussiéres atmosphériques et de leurs principales
trajectoires de transports (fleches dont la taille n’est représentative ni de la distance de transport, ni de
son ampleur). La croix verte indique la localisation de la source des poussieres utilisées ici (13.31° N,
2.38°E, Niger). D'apres Maher et al. (2010) (avec la permission d’Elsevier licence n°3403190241807).

La taille des particules dans I'atmosphere diminue au fur et a mesure qu’elles s’éloignent de la

zone source du fait de taux de déposition plus élevé pour les particules les plus grosses (Duce et
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al. 1991). En effet, il a été observé une diminution du diamétre maximum des poussieres
sahariennes aéroportés d’environ 30 um au niveau des cotes ouest africaines a 1 a 3 um dans les
Caraibes (Baker et Jickells 2006). La fraction fine de sols utilisée pour notre expérience (< 20 um)
correspond a la fraction de taille des aérosols collectés dans I’Atlantique central (56.107 & 18 pum,
Buck et al. 2010a), elle est donc représentative de la granulométrie des aérosols sahariens

collectés dans le milieu naturel.

La charge particulaire de la pluie simulée a été fixée a 250 mg.L”, représentative des
concentrations naturelles en particules désertiques observées dans des pluies sahariennes
collectées en Mer Méditerranée, comprises entre 5 et 8 000 mg.L™ (Ridame et Guieu 2002). Il est
possible d’effectuer un traitement d’évapo-condensation des poussiéres, mimant artificiellement
les processus ayant lieu naturellement lors du transport dans I'atmosphére mais mettant en jeu
I"utilisation d’HNO; (Desboeufs et al. 2001; Guieu et al. 2010). Nous avons alors choisi de ne pas
utiliser de poussiéres ayant subi des cycles d’évapo-condensation du fait de la libération de
nitrates a l'issu de ce processus (Ridame et al. 2014) pouvant potentiellement inhiber les

activités de fixation de N,.

11.2. Caractérisation chimique et minéralogique des poussiéres

Les poussieres utilisées ici contiennent en moyenne 3.1 £ 0.2 % de fer (en masse), 0.03 £+ 0.01 %
de phosphore (Paris et al. 2011) et 0.22 + 0.01 % de N (Ridame comm. Pers.) (Tableau 2.1). La
minéralogie des poussieres utilisées a également été déterminée par Paris et al. (2011) qui
montrent une quantité relative de fer sous forme d’(hydr)oxydes (goethite et hématite)
équivalente a 70 % du fer total qu’elles contiennent, les 30 % étant principalement sous forme
d’illite (Paris et al. 2011; Paris et Desboeufs 2013). L'illite est la seule argile contenant du fer
identifiée dans les sols du Sahara utilisés dans les mesures de dissolution du fer de Paris et al.
(2011). Ces auteurs ont montré que 95 % du fer soluble contenu dans la fraction fine de sols du
Niger résulte de la dissolution du fer contenu dans I'lllite et que cette dissolution n’est pas liée a
la présence d’hydroxydes. Néanmoins, ces poussieres du Niger présentent une solubilité du fer
maximale parmi les autres poussiéres sahariennes qu’ils ont étudiées, probablement due a leur
plus fort contenu en lllite, qui n"a malheureusement n’a pu étre quantifié pour aucune des
poussieres utilisées dans leur étude. Cette solubilité importante du fer a conduit notre choix a se

porter vers ces poussieres.
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Tableau 2.l. Composition chimique (en % massique) de la fraction fine de sols utilisée pour
I’enrichissement des cultures de C. watsonii. Les valeurs en noir sont données en % et les valeurs en gris en
ppm (1 ppm = 0.0001 %).

Elément Fe % N % P % Mn %

% 3.1(0.2)° 0.22(0.01)° 0.03(0.01)° 0.06(0.01)°

®Pparis et al. (2011) ®Ridame (comm. pers.) “ Desboeufs (comm. pers.)

11.3. Le choix du ligand organique du fer

L’'oxalate est le ligand organique du fer prédominant dans les eaux de pluie naturelles (Sempéré
et Kawamura 1996; Hegg et al. 2002) ainsi que dans les aérosols retrouvés dans I’'atmospheére au-
dessus des océans Pacifique (Kawamura et Usukura 1993; Kawamura et Sakaguchi 1999) et
Atlantique (Baboukas et al. 2000; Johansen et al. 2000). Ce composé organique peut étre
d’origine biologique (Saydam et Senyuva 2002), anthropique (Kawamura et Kaplan 1987) ou
encore résulter de processus chimiques internes aux nuages (Warneck 2003). En effet, des
réactions d’oxydation de composés organiques présents dans les nuages (tels I'acide
glycoxylique, I'acide glycolique, le glycolaldéhyde, le glyoxal ou le méthylglyoxal) peuvent
conduire a la synthése d’oxalate lors des processus d’évapo-condensation. L'oxalate est reconnu

comme l'un des ligands organiques atmosphériques ayant les plus fortes affinités avec le fer

(log K(F)f(2+ =4.2, log K(ljf? = 9.4 (Okochi et Brimblecombe 2002)). Ce ligand permet d’augmenter

fortement la solubilité du fer dans les pluies (Paris et al. 2011; Johnson et Meskhidze 2013)

(Figure 2.4).
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Figure 2.4. Solubilité du fer (SFe, en %) contenu dans des fractions fines de sols issues de différentes
régions sahariennes en fonction de la concentration en oxalate dans des pluies artificielles. D’apres Paris et
al. (2011) (avec la permission d’Elsevier licence n° 3403190441227).

Afin de recréer des conditions de spéciation du fer proches de celles d’une pluie naturelle et
d’augmenter la solubilité du fer, 1 uM d’oxalate a été rajouté a la pluie simulée. Nous avons ainsi
fait le choix d’utiliser dans la pluie simulée un complexant organique naturel du fer : I'oxalate, a
une concentration représentative des concentrations dans les eaux de pluies naturelles (de 0.1 a
5 uM (Sempéré et Kawamura 1996 ; Hegg et al. 2002; Avery et al. 2006)). La concentration
utilisée ici (1 pM) permet de ne pas modifier de fagon trop importante les conditions de culture
(apport d’oxalate via la pluie simulée de 20 nM, soit 10 % de la concentration initiale dans le
milieu, section 11.3) tout en permettant d’augmenter la dissolution du fer (Figure 2.4). D’aprés
les travaux de Paris et al. (2011) pour une charge particulaire de 15 mg.L?, une telle
concentration d’oxalate, a un pH initial de 4.7 et pour un temps de contact d’'1h, permet la
dissolution de 0.08 + 0.01 % du fer contenu dans les poussiéres du Niger utilisées ici, au lieu de
0.04 £ 0.01 % en I'absence de ligands (Figure 2.4). Ces poussiéres contenant 3.1 % de fer, la
concentration en dFe résultante dans la pluie simulée serait alors théoriquement de 111 nM

pour une charge particulaire de 250 mg.L™.

11.4. Préparation de la pluie saharienne

La pluie saharienne simulée a été préparée au laboratoire, sous hotte a flux laminaire, selon les
conditions « ultra-propres » décrites dans le chapitre « Méthodologie des expériences en culture

au laboratoire, section | » et selon le protocole présenté Figure 2.5. Pour cela, 498.9 ml d’eau

116



Chapitre 2. Impact d’une pluie saharienne sur la croissance et I'activité de C. watsonii limitée en fer

ultra-pure ont été acidifiés a pH 4.7, pH médian des eaux de pluie (Desboeufs et al. 2005), par
I'ajout d’acide sulfurique (H,SO, de qualité suprapur®). Cet acide a été choisi car c’est I'un des
agents acidifiants retrouvés typiquement dans I'atmosphére (Fuzzi 1994). A cette solution a
ensuite été ajouté de l'oxalate (solution mére a 2 mM préparée a partir de sel de sodium
d’oxalate: C,Na,0, de qualité « >99.99 % trace metal basis », Sigma-Aldrich®) pour atteindre une
concentration finale de 1 uM d’oxalate dans la pluie. Enfin, 125.4 mg de poussieres issues la
fraction fine des sols du Niger ont été ajoutés, conduisant ainsi a une charge particulaire de 251
mg.L". Le temps de contact entre les poussieres et la solution a été fixé a une heure, le
pourcentage maximum de dissolution du fer étant atteint aprées 40 minutes de contact
(Desboeufs et al. 1999). La pluie simulée a été préparée dans une bouteille en polycarbonate et
laissée a la lumiére naturelle pendant toute I'heure de contact, avec une agitation manuelle
réguliere environ toutes les 10 minutes. Elle a ensuite été filtrée sur une membrane en
polycarbonate de porosité 0.2 um a I'aide d’un kit de filtration en polysulfone. La filtration de la
pluie est nécessaire afin d’éviter tout phénomeéne éventuel de (ré)adsorption des éléments
dissous (dFe, phosphates...) sur les particules (Ridame et al. 2003; Bonnet et Guieu 2004;

Wagener et al. 2010), a fortiori si la charge particulaire est élevée, comme c’est le cas ici.

0.5 mL H,50,102 M 125 mg
0.25 mL Ox 2 mM Sol du Niger < 20 pum
o®%e
LY ]

1h — Lumiére naturelle
agitation manuelle réguliére

Pompe
i Filtration < 0.2 pm
|

===y

Pluie
simulée

Figure 2.5. Protocole de préparation de la pluie simulée. Ox : Oxalate.
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11.5. Les mesures dans la pluie artificielle

Le pH initial dans la pluie a été mesuré a I'aide d’'un pH-métre Orion 3 star Thermo®. Les
concentrations en phosphates ont été déterminées dans la pluie filtrée selon le protocole
présenté dans le chapitre « Méthodologie des expériences en culture au laboratoire,- section
V.4. Les concentrations en métaux traces ont été mesurées par spectrométrie d’émission
atomique a plasma a couplage inductif (ICP-AES, Perkin Elmer® optima 3000 XL) par Karine
Desboeufs (LISA) selon la méthode publiée par Desboeufs et al. (2003). Les limites de détection
sont de 2.7 nM pour le Co, 3.1 nM pour le Cu, 1.3 nM pour le Fe, 0.2 nM pour le Mn et 5.5 nM
pour le Ni. Les concentrations en nitrates (NO3), sulfates (SO,%), oxalate (C,0,%) et 'ammonium
(NH,") ont été déterminées par chromatographie ionique (850 Professional IC1, Metrohm®), par
Karine Desboeufs (LISA), selon un protocole décrit dans Paris (2011)). Les limites de détection

sont de 0.32 uM pour les nitrates et de 1.36 uM pour I'oxalate.
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lll. Mise en place des cultures pour I'étude de la réponse de C. watsonii a I’apport
d’une pluie artificielle

111.1. Protocole de préparation du milieu de culture et purification sur résine chelex®

Afin de pouvoir cultiver C. watsonii dans un milieu fortement limitant en fer, il a été nécessaire
de pouvoir diminuer la concentration finale en Fe dans le milieu en s’affranchissant de Ia
contamination résiduelle de 3.3 nM (voir chapitre 1, section Il.1). Pour cela, le milieu de culture
YBCII a été purifié a I'aide d’une résine échangeuse d’ions chelex® (Chelex 100, Biorad) (Price et
al. 1989; Sunda et al. 2005). Le protocole présenté par Price et al. (1989) et Sunda et al. (2005) a
été complété afin d’étre adapté a la culture de cyanobactéries diazotrophes. En effet une des
étapes de préparation de la résine nécessite 'utilisation de NH,OH pouvant mener a la libération
de NH," dans le milieu. Ainsi, aprés avoir suivi toutes les étapes de conditionnement de la résine
(Price et al. 1989; Sunda et al. 2005), celle-ci a été abondamment rincée avec au moins 2L d’eau
ultra-pure afin d’éluer tous les NH," potentiellement présents. Le milieu a été préparé en
dissolvant tous les sels et le NaHCO; dans de I'eau ultra-pure (Chapitre « Méthodologie des
expériences en culture au laboratoire », Tableau ) puis le pH a été mesuré (pH = 8.0). Le pH de la
résine a été ajusté a celui du milieu a purifier. Pour cela ~500 mL de milieu ont été passés sur la
résine (~2 mL.min™ a I'aide d’une pompe péristaltique) puis éliminés. Dés I'atteinte d’un pH de
8.0 le milieu purifié a pu étre récupéré dans une bouteille en polycarbonate propre. Le pH du
milieu a été régulierement controlé en sortie afin d’assurer le maintien d’'un pH de 8.0. Une fois
la quantité de milieu nécessaire purifiée, les vitamines (qui ne sont pas purifiées sur la résine
(Price et al. 1989)) et les métaux traces (excepté le fer) préalablement stérilisés par filtration
(“filtre seringue’ en polyethersulfone (PES) de porosité 0.2 um (Minisart®)) ont été ajoutés. Une
solution mere de phosphates (20 mM) a été purifiée en paralléle sur une deuxieme résine, puis
ajoutée au milieu « chélexé » afin d’obtenir une concentration finale en phosphates de 20 uM.
Ce milieu a ensuite été stérilisé par filtration sur un filtre d’acétate de cellulose de porosité 0.46
+ 0.2 um (cartouche filtrante Sartorius®) préalablement rincé a I'HCl suprapur® dilué (~1% en
volume). L'étape d’autoclavage réalisée pour les expériences du chapitre 1 (chapitre 1 section
I1.1) a été éliminée ici a cause la contamination potentielle en fer qu’elle pourrait engendrer. Afin
de vérifier I'absence de contamination en fer dans le milieu purifié, des mesures de
concentration de dFe dans le milieu YBCII « chelexé » et stérilisé sans fer, agent complexant ni
phosphates ont été réalisées. Pour cela nous avons utilisé une méthode colorimétrique avec
détection par spectrométrie UV-Vis a I'aide d’'une LWCC (liquid Waveguide Capillary Cells) avec

un chemin optique d’1m, ce qui permet d’obtenir des limites de détection relativement basses
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(1.2 nM pour le dFe total ici), couplée a un spectrométre JAZ® (Ocean Optic®). Le protocole
adapté a I'eau de mer a été mis en place au laboratoire par Camille Bernard, stagiaire en école
d’ingénieur (Bernard 2013), basé sur le protocole déja existant pour le mesure du dFe dans les
eaux de pluie (Willey et al. 2000; Kieber et al. 2005). La concentration en dFe dans le milieu est
indétectable (< 1.2 nM) apres la purification. Le fer et son agent complexant (I'oxalate) ont été
ajoutés la veille des repiquages et le milieu a été laissé 24h a température ambiante dans le noir

pour équilibrage.

11l.2. Lutilisation de I'oxalate comme agent complexant du fer dans le milieu de culture

L'agent chélateur du fer utilisé dans le milieu de culture n’est plus 'EDTA mais I'oxalate, ligand
utilisé pour la préparation de la pluie artificielle. L'EDTA est un ligand du fer de plus forte affinité
que l'oxalate car il possede quatre groupes carboxyles permettant la complexation avec le fer,
contrairement a I'oxalate qui n’en contient que deux (Sunda, comm. pers.). Les constantes de

complexation entre le fer et I'oxalate ne sont pas connues dans I'eau de mer, mais dans |'eau

douce elles sont plus faibles que pour I'EDTA: IogKEEH = 4.2 et IogKif(y: 9.4 (Okochi et

Brimblecombe 2002) ; IogKgf)z;A = 16.1 a 23.7 et IogK;f;A= 27.7 a 37.7 selon la forme

considérée (FeEDTA, FeHEDTA, FeOHEDTA ou Fe(OH),EDTA) (Sigg et al. 2006). L’oxalate et le fer
forment des complexes FeOx ou Fe(Ox),, majoritairement hydrolysés dans I'eau de mer (Sunda,
comm. pers.). Ainsi, en présence d’EDTA dans le milieu, lors de I'ajout de la pluie simulée le
complexe Fe-EDTA se serait préférentiellement formé et aurait empéché la complexation avec
I'oxalate apporté par cette pluie. De plus, cette modification du milieu YBCII par rapport a la
composition présentée Tableau | (chapitre « Méthodologie des expériences en culture au
laboratoire» section Ill), consistant a utiliser I'oxalate au lieu de I'EDTA comme agent complexant
du fer a ainsi permis d’étre en présence d’un ligand retrouvé dans le milieu naturel (Steinberg et

Bada 1984; Tedetti et al. 2006).

Il n’a pas été possible de déterminer la concentration en Fe’ en présence d’oxalate dans le milieu
de culture, les constantes de complexation du Fe et de I'oxalate dans I'eau de mer n’ayant jamais
été publiées. Néanmoins nous savons que le complexe Fe(lll)-oxalate est soumis a un cycle
photochimique d’oxydo-réduction intense en présence de lumiere (Figure 2.6, Sunda, comm.

pers.). Au cours de ce cycle, le Fe(lll)-Ox est réduit en Fe(ll)’ et I'oxalate est oxydé en CO,. Par la

* http://www.oceanoptics.com/products/jaz.asp
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suite le Fe(ll)’, s’il n’est pas consommé immédiatement, est rapidement ré-oxydé en Fe(lll)’ par
I’oxygéne présent dans I'eau de mer. Ce Fe(lll)’ est donc a nouveau disponible pour reformer un
complexe avec de l'oxalate libre présent dans le milieu et subir a nouveau ce cycle
photochimique d’oxydo-réduction, mais il peut également étre assimilé par les cellules. De plus,
I'oxalate peut former des complexes de surface avec le fer particulaire qui est présent dans le
milieu sous forme d’hydroxydes de fer. Ces complexes peuvent également subir le cycle
photochimique décrit ci-dessus, ce qui conduirait a une dissolution nette des hydroxydes (Sunda
comm. pers.). Ces cycles photochimiques ont donc pour effet d’augmenter la concentration, a

I’équilibre, des formes biodisponibles Fe(ll)’ (si absorbées immédiatement) et surtout Fe(lll)’.

Fe(lll)-Ox —€——

w | (1)

Fe(ll)’ + CO,

Fer
biodisponible @

Fe(lll)’ Ox @ Oxydo-réduction photochimique

@ @ Oxydation
@ Complexation

Fe(111)-Ox —_

Figure 2.6. Schéma conceptuel résumant le cycle photochimique des complexes Fe(lll)-oxalate (Fe(Ill)-Ox)
dans I'eau de mer. Ox représente I'oxalate sous forme non complexé dans le milieu. D’apres Sunda, comm.
pers.
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111.3. Les expériences préliminaires en présence de fer et oxalate

L’abondance de C. watsonii en culture acclimatée a différentes concentrations de fer et d’oxalate
a été suivie (majoritairement par Céline Dimier-Hugueney anciennement post-doctorante au
laboratoire). Les taux de croissance de chacune de ces cultures sont présentées Tableau 2.1l et

Figure 2.7.

Tableau 2.1I. Taux de croissance de C. watsonii cultivée en présence de différentes
concentrations en Fe et oxalate (Ox).

Fe (nM) Ox (nM) w (™ Ecart-type
0.1 100 0.05 0.02
0.5 100 0.12 0.05

1 100 0.21 0.05
3.3 100 0.36 0.01
200 0.31 0.02
200 0.38 0.05
200 0.43 0.09
10 200 0.48 0.08

Si ’'on compare ces résultats avec les taux de croissance obtenus en présence d’EDTA (chapitre 1,
Annexe 1), on observe que pour une concentration en Fe donnée C. watsonii atteint un taux de
croissance plus élevé en présence d’oxalate (Figure 2.7) (par exemple pour 3.3 nM de Fe: 0.36 +
0.01 " en présence d’oxalate et 0.20 + 0.03 en présence d’EDTA). En se basant sur cette réponse
biologique, nous pouvons alors en conclure qu’il y aurait plus de fer biodisponible pour C.
watsonii en présence d’oxalate qu’en présence d’EDTA. Nous pouvons supposer que ceci est le
résultat d’'une concentration en Fe’ plus forte en présence d’oxalate qu’en présence d’EDTA pour
une concentration en Fe donnée. En effet, bien que les constantes de complexation du fer et de
I’oxalate ne soient pas connues dans I'eau de mer, nous pouvons supposer qu’elles sont plus
faibles que celles du fer et 'EDTA par analogie avec celles connues dans I'eau douce indiquées
plus haut. Cela conduirait donc a augmenter les concentrations en Fe’. Mais nous devons
également prendre en compte une potentielle utilisation, du moins partielle, du complexe fer-
oxalate via des mécanismes d’adsorption et dissolution du complexe a la surface des cellules,
comme cela a déja été montré pour le complexe Fe-EDTA chez des eucaryotes (Shaked et al.
2005, figure 1.18). Enfin la biodisponibilité de I'oxalate lui-méme reste également inconnue a ce

jour.
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Figure 2.7. Taux de croissance moyens de C. watsonii cultivée en présence de fer et d’oxalate (points
noirs : 100 nM d’oxalate, points blancs : 200 nM d’oxalate) ou d’EDTA (2uM, Chapitre 1; points rouges). Les
barres d’erreur correspondent aux écart-types associés.

En utilisant le K, défini « chapitre 1 — section 1.2 » (0.38 £ 0.11 nM), nous pouvons estimer les
concentrations en Fe’ de chacune des cultures présentées Tableau 2.Il a partir de leur taux de

croissance selon I’équation 2.1, réarrangée a partir de celle du modele de Monod:

[Fe'] =K o X _r (équation 2.1)
Miax —H
avec: Mmax le taux de croissance maximum obtenu a partir du modéle de Monod et des

concentrations en Fe pour les cultures en présences d’EDTA (chapitre 1, section I11.2).

Les valeurs ainsi obtenues (Tableau 2.11l) sont comprises entre 0.04 + 0.02 et 1.50 nM Fe’. Ces
valeurs montrent que pour une concentration en Fe donnée (1 nM), I'augmentation de la
concentration en oxalate (de 100 a 200 nM) permet d’augmenter la concentration en Fe’
(Tableau 2.111), ce qui est I'inverse de ce qui peut étre observé en présence d’EDTA. En effet
Sunda et Huntsman (2003) obtiennent expérimentalement des valeurs de Fe(lll)’ plus faibles
lorsque la concentration d’EDTA est augmentée (de 8 a 35 uM) pour une concentration en Fe
constante (9 nM). Cette augmentation du Fe’ lors d’une augmentation de la concentration en
oxalate résulte probablement du cycle photochimique subit par le complexe fer-oxalate présenté

Figure 2.6.
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Tableau 2.1ll. Concentrations en Fe’ calculées pour différentes concentrations en Fe et oxalate. Les lignes
bleues correspondent a une concentration en Fe identique mais des concentrations différentes en oxalate.

Fe (nM) Ox (nM) Fe’ (nM) Ecart-type
0.1 100 0.04 0.02
0.5 100 0.11 0.06

1 100 0.26 0.09
3.3 100 0.80 0.05
1 200 0.52 0.09
200 0.68 0.07
200 0.63 nd
10 200 1.50 nd

nd : non déterminé (n = 1)

Nous avons choisi d’utiliser une culture en présence de 2nM de Fe et 200 nM d’oxalate pour
tester la réponse a une pluie désertique car ce traitement représente le meilleur compromis
entre une limitation en fer des cellules (u = 0.38 + 0.05 j*: inférieur au pmax de 0.54 j* et
significativement différent (p < 0.05) des u obtenus en présence de 2uM d’EDTA et 43.3, 103.3 et
403.3 nM de Fe, chapitre 1) et une biomasse suffisante pour pouvoir effectuer plusieurs
prélevements dans un volume de culture de 2L (volume maximal de culture réalisable au
laboratoire) tout en étant au-dessus des limites de détection propres a chacun des appareils de
mesures des différents parameétres. Cette concentration, en excés par rapport au fer présent
dans le milieu, est ~ 2 fois plus élevée que les trés rares concentrations rapportées pour le milieu
marin. Steinberg et Bada (1984) ont mesuré des valeurs d’environ 100 nM a 75 m de profondeur
dans I'océan Pacifique Est. Plus récemment, Tedetti et al. (2006) ont mesuré des concentrations
de 13.71 + 2.03 pg.L” (soit 102 + 15 nM) a 5 m de profondeur, a la station DYFAMED" située en

Méditerranée nord occidentale.

Enfin, ces expériences de suivi d’abondance ont été trés utiles du fait de la fragilité des cellules
cultivées en présence d’oxalate et de la sensibilité de la réponse, ayant causé a deux reprises
I’échec de I'expérience malgré un long travail de préparation (plusieurs semaines a plusieurs

mois).

*DYnamique des Flux de mAtiére en MEDiterranée, http://www.obs-vlfr.fr/sodyf/
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111.4 Enrichissement des cultures de C. watsonii par la pluie artificielle : protocole

expérimental.

Des cellules provenant de la culture contant 5.3 nM de Fe et 2 uM d’EDTA (chapitre 1, section
I.2.) ont été repiquées dans du milieu YBCIl « chelexé » contenant 2 nM de Fe et 200 nM
d’oxalate. Les cellules ont été acclimatées a ce nouveau milieu pendant plus de 20 générations
avant la réalisation de notre expérience. Le protocole de cette expérience, spécifiguement
congue au laboratoire afin de déterminer si du fer biodisponible pour C. watsonii peut étre libéré
dans une pluie saharienne, est présenté Figure 2.8. Les grandes lignes de cette expérience sont

les suivantes (les temps (T) sont donnés en jours par rapport a I'ajout de pluie:

- a T-1: Repiquage de 6 cultures de C. watsonii a raison de 200mL d’inoculum dans 1800
mL de milieu de culture.

- a T0: Ajout de la pluie simulée dans 3 des 6 cultures (notées ‘+ Pluie’) a raison de 2 %, soit
40 mL de pluie dans les 2L de culture, les 3 autres servant alors de controle.

-de T3 a T5: Préléevements pour les mesures des différents parametres permettant
d’étudier la réponse de C. watsonii, excepté I'abondance qui a été suivie durant les 18
jours de I'expérience.

-a T9 (‘Contrdle’) ou T15 (‘+ Pluie’) : Expériences complémentaires (détaillées dans la

section |.7) permettant de déterminer si I'arrét de la croissance dans les traitements

‘Controéle’ et ‘+ Pluie’ est provoqué par une déficience en fer.

T=0:
e -\ Ajout pluie artificielle.
Contréle + Pluie
(2L) (2L)

Figure 2.8. Protocole expérimental pour |'étude de la réponse de C. watsonii limitée en fer (2 nM de Fe +
200 nM d’oxalate (Ox)) a un dépot humide de poussiéres sahariennes.
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L’ajout de 40 mL de pluie dans 2L de culture aurait conduit a une concentration finale théorique
de poussieres de 5 mg.L” si la pluie n‘avait pas été filtrée. Cet apport correspond a un
enrichissement en poussiéres causé par un fort événement saharien, de 50 g.m™ mélangé de
maniere homogéne dans une couche d’eau de 10 m. Des observations et des travaux de
modélisation ont montré des taux de déposition de poussiéres de 10 & 50 mg.m? dans
I’Atlantique tropical et subtropical Nord-Est, a I'échelle de I'événement (Neuer et al. 2004;
Mahowald et al. 2005). Un événement saharien extréme pourrait alors causer, sur 10 m de
profondeur, un enrichissement identique a celui simulé dans les cultures de C. watsonii. Le fer
étant le seul élément appauvri dans le milieu de culture utilisé ici, I'interprétation des résultats
sera basée sur le fait que seul un apport en fer biodisponible issu de la dissolution des poussiéres

sahariennes dans la pluie peut générer une réponse physiologique chez C. watsonii.

Le pH dans les cultures n’a presque pas varié au cours de la phase exponentielle de croissance
(mois de 0.2 unité de pH) Figure 2.9), ce qui limite son impact sur la spéciation du fer dans I'eau
de mer et indique I'absence d’une limitation par le carbone inorganique dissous. Ces mesures
permettent également de montrer qu’il n’y a pas eu d’influence significative de I’ajout de la pluie

sur le pH des cultures.

& Contréle @ + Pluie

8.2 4

] %

8.0

pH

7.9 T T T T T T 1

1 2 3
Temps (jours)

Figure 2.9. pH moyen mesuré dans les cultures ‘Controle’ et ‘+ Pluie’ en début et fin de phase
exponentielle de croissance. La valeur a T-1 correspond au pH moyen des milieux de culture avant
repiquage.

111.5. Parameétres et processus mesurés dans les cultures

La réponse de C. watsonii a été évaluée en mesurant I'abondance cellulaire, ce qui a permis de

déterminer une réponse en termes de croissance de la culture. Les contenus cellulaires en C, N et
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chla, ainsi que les taux de fixation de N, et de CO, ont également été mesurés. Ces cinqg
parametres ont été mesurés durant la phase exponentielle de croissance (de T3 a T6), selon les
méthodes présentées chapitre « Méthodologie des expériences en culture au laboratoire». Les
concentrations en phosphates (voir chapitre « Méthodologie des expériences en culture au
laboratoire» section V.4.) ont été mesurées dans le milieu au moment de I'ajout de la pluie

simulée et au début de la phase stationnaire de croissance.

Le volume cellulaire a également été déterminé au cours de la phase exponentielle de croissance
(de T3 a T6), selon une méthode différente de celle présentée au chapitre 1. Ici, des échantillons
de 2mL ont été prélevés durant la période lumineuse (8h aprés le début de cette période). 200
uL de formaldéhyde a 20 % en volume ont été ajoutés et les échantillons ont immédiatement été
placés dans le noir a 4°C durant 10min puis congelés a -80°C. La mesure du volume cellulaire a
été effectuée a I'aide d’'un Counter Coulter (Beckman, Multisizer 3) en collaboration avec Amélie

Talec et Sophie Rabouille (LOV, UPMC).

Afin de tester I'impact du fixateur utilisé ici, 6 échantillons de 2 mL ont été prélevés dans des
cultures en présence de 100 nM de Fe et 2 uM d’EDTA. Pour deux d’entre eux, 200 pL de
formaldéhyde a 20 % en volume ont été ajoutés et les échantillons ont immédiatement été
placés dans le noir a 4°C durant 10 min puis congelés a -80°C. Pour deux autres échantillons
aucun fixateur n’a été utilisé et afin de pouvoir conserver les cellules ils ont été plongés 1 min
dans I'azote liquide (méthode dite du « flashfreezing ») avant congélation immédiate a 80°C.
Enfin pour les 2 échantillons restant, 200 L de formaldéhyde a 20 % en volume ont été ajoutés
puis les échantillons ont été plongés 1 min dans I'azote liquide et immédiatement congelés a -
80°C. Ce dernier traitement a permis de déceler un éventuel effet du « flashfreezing » sur la taille
des cellules. La mesure du volume cellulaire a également été effectuée a I'aide du Counter
Coulter (Beckman, Multisizer 3) au LOV (UPMC). Bien que l'utilisation de duplicats n’ai pas
permis de réaliser des comparaisons statistiques, des volumes similaires (12.64 + 0.91 um? en
moyenne) ont été mesurés dans tous ces échantillons, ce qui indique que lutilisation du
formaldéhyde comme agent fixateur n’a potentiellement pas eu d’effet sur la taille des

cellules.
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11l.6. Tests statistiques

Afin de comparer les valeurs moyennes de chacun des parameétres obtenus en phase
exponentielle entre les cultures ‘Contréle’ et ‘“+Pluie’, un test t de Student a été effectué, apres
vérification de I'égalité des variances a I'aide d’un test de Fisher (avec a = 0.05 pour les 2 tests).
Pour I'abondance cellulaire il a été nécessaire de comparer des valeurs a plusieurs pas de temps,
ce qui a fait rentrer en compte l'influence du temps. Pour cela, une ANOVA a 2 facteurs et a
mesure répétée a été réalisée suivie de tests t de comparaison 2 a 2 avec méthode de Holm pour
I'ajustement de la p-value. Tous les tests statistiques ont été réalisés a I'aide du logiciel libre R (R

core team 2013).

111.7 Expérience d’ajout d’une pluie simulée sans poussiéres

Afin de vérifier qu’aucun des composants utilisés pour la préparation de la pluie (eau ultra-pure,
oxalate et H,50,), excepté les poussieres, n’a eu une influence sur la croissance de C. watsonii et
gu’aucune contamination en fer n’a eu lieu au cours de cette préparation, une expérience
d’ajout de pluie sans poussiéres a été menée en paralléle de I'expérience principale. Pour cela,
une pluie sans poussiéres a été préparée selon le méme protocole que pour la pluie artificielle,
excepté I'ajout de poussieres. Six réplicats de cultures de C. watsonii (Fe = 2 nM et Ox = 200 nM)
dans un volume de 30 mL ont été mis en place ; 1 jour apres le repiquage, 2 % de la pluie sans
poussieres ont été ajoutés dans 3 réplicats (noté ‘pluie SP’), les 3 autres ont servi de contréle
(noté ‘Controle 2’) (Figure 2.10). L’abondance de ces cultures a été suivie durant 1 semaine (de T-

1aT+5 jours).

Ajout de pluie sans
poussiéres

Contrdle 2 + Pluie SP
30 mL 30 mL

Figure 2.10. Schéma du protocole de I'expérience d’ajout de pluie sans poussieres.
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L’ajout de la pluie sans poussiéres n’a eu aucun impact sur I'abondance de C. watsonii (p > 0.05
pour tous les temps) (Figure 2.11). Les taux de croissance des cultures sans et avec ajout de pluie
sans poussiéres, respectivement de 0.31 + 0.02 et 0.28 + 0.04 |, sont identiques (p > 0.05). De
plus, le taux de croissance du ‘Contrdle 2’ (Volume de culture = 30 ml) et du ‘Contréle’ (Volume
de culture =2 L; u=0.30 £ 0.01, section IV. 1) sont également identiques (p > 0.05). Il n’y a donc
pas eu d’influence sur la croissance de C. watsonii des composés autre que les poussiéres

utilisés pour la préparation de la pluie artificielle
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Figure 2.11. Abondances moyennes de C. watsonii dans les cultures ‘Contréle 2’ (Fe = 2nM et Ox=
200 nM) et ‘+ Pluie SP’ (ajout de pluie sans poussiéres).

111.8. Les ajouts de fer en fin de croissance

Afin de déterminer si I'arrét de la croissance dans les traitements ‘Contrdle’ et ‘+ Pluie’ est
provoqué par une carence en fer, des expériences d’ajouts de Fe + oxalate en fin de phase de
croissance ont été effectués selon le protocole présenté Figure 2.12 (similaire a celui des
expériences complémentaires du chapitre 1, section 11.7.). L'utilisation initiale de bouteilles de
culture de 2L a néanmoins imposé une contrainte supplémentaire : il a fallu déterminer si le
transfert des cellules dans un petit flacon (60 mL) pouvait avoir une quelconque influence sur
I’évolution de I'abondance de C. watsonii (il a été observé plusieurs fois, au cours du travail de

laboratoire mené dans le cadre de cette thése, que le volume du flacon pouvait, dans le cas de
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cultures trés limitées en présence d’oxalate, influer sur 'abondance de C. watsonii). Pour chacun
des trois réplicats de chaque traitement, un aliquote (30 mL) a été transféré dans un flacon de 60
ml et un aliquote a été transféré dans un flacon de 60 ml puis enrichi en Fe (2.2 nM) + oxalate (20
nM). L'abondance de ces cultures, ainsi que de celles restantes dans les bouteilles de 2L a été

suivie pendant quelques jours apreés |'ajout.

Contréle + Pluie

F
-—

A

T=15
Transfert

Transfert (30 mL dans
(30 mLdans unflacon

Transfert (30 mL dans

(30 mLdans unflacon Volume restant Volume restant
un flacon de 60 mL) dans les :nél:co:) de 60 mL) dans les bouteilles
e60m *
de 60 mL) + bouteilles de 2L (2.2nMF de2lL
{2.2nMFe 20- :4 5 €
20 nM Ox} nM Ox}

Figure 2.12. Expériences complémentaires d’ajouts de Fe + oxalate en fin de phase de croissance.
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IV. Composition de la pluie saharienne simulée

La concentration moyenne en dFe dans la pluie artificielle (filtrée) est légérement supérieure a
celle attendue (138 nM au lieu de 111 nM calculée théoriquement dans la section I1.3), ce qui
correspond a un pourcentage de dissolution du fer contenu dans les poussiéres de 0.10 + 0.02
% (calculé selon les équations 2.2 et 2.3 ci-dessous) (Tableau 2.IV). Cette valeur est équivalente a
celle précédemment observée par Paris et al. (2011) avec 1 uM d’oxalate, dans les mémes
conditions et pour une charge particulaire de 15 mg.L™ (0.08 + 0.01 %, Figure 2.4). Dans ces
mémes conditions mais pour une charge particulaire de 20 mg.L™ et seulement 0.1 uM d’oxalate,
Chever (2009) a obtenu un pourcentage de dissolution plus faible, de 0.05 + 0.01 %. L’ajout de
pluie dans les cultures a donc conduit a un apport théorique de 2.7 nM de dFe, si I'on considere
gu’il n’y a pas eu de phénomeénes de précipitation du fer. Les concentrations en cobalt (dCo) et
nickel (dNi) dissous dans la pluie sont indétectables et de faibles concentrations en cuivre dissous
(dCu) ont été mesurées. Enfin, il y a eu dissolution de 4.8 % du phosphore total contenu dans les
poussieres (Tableau 2.1V), ce qui est en accord avec les résultats de Ridame et Guieu (2002). Cela
a conduit a un ajout de 2.3 nM, représentant 0.01 % de la concentration de phosphates

initialement présente dans le milieu (20 uM).

Les pourcentages de dissolution d’un élément X (%) ont été obtenus en calculant dans un
premier temps Xniger (€N NM) la concentration totale de I'élément X si 100 % du contenu des

poussiéres du Niger en cet élément X était dissous, selon :

_ PcxX,, x1.10°
Niget MMx 100

(équation 2.2)
avec : Pc la charge particulaire en mg.L™, Xy le contenu en % massique de I’élément X considéré
et MM la masse molaire de cet élément en g.mol™.

Le pourcentage de dissolution %y a ensuite été calculé selon :

%X — [X]Pluie x100

(équation 2.3)
X

Niger

avec : [X]owie la concentration en nM de I'élément X mesurée dans la pluie artificielle.
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Tableau 2.IV. Concentrations en éléments dissous dans la pluie simulée (les valeurs indiquées
correspondent aux moyennes pour les 3 réplicats échantillonnés avec leur écart-type entre parenthéses)
et pourcentage de dissolution du Cu, Fe, Mn, P et N contenus dans les poussiéres.

Elément |dCu(nM) dFe (nM) dMn (nM) PO,* (nM) |SO,> (kM) NH," (LM)

Concentration | 2.5 (1.2) 138(30) 447(7) 117(17) | 10.8(0.7) 1.8 (0.1)

% dissolution | 4.6 (2.3) 0.10(0.02) 16.3(0.3) 4.8(0.7) nd 4.5 (0.4)

nd. Non déterminé

Les concentrations en nitrates (NO3) sont indétectables dans la pluie simulée mais il a été
mesuré 1.8 + 0.1 pM d’ammonium (NH,’), conduisant a un ajout de 35 nM dans les cultures.
D’aprés Dekaezemacker et Bonnet (2011) un ajout de 200 nM de NH," n’induit pas d’inhibition
de la fixation de N, de C. watsonii WH8501. L’apport de NH," associé a la pluie n’a donc a priori
pas influencé la réponse mesurée ici en termes de taux de fixation de N,. Les concentrations en
S0~ correspondent a celles issues de I'ajout de 0.5 mL d'H,SO, a 10 M dans les 500 mL de pluie
simulée. Les concentrations en oxalate étaient inférieures a la limite de détection de la

chromatographie ionique (1.33 uM) qui est supérieure a la concentration ajoutée (1 uM)
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V. Effet de I’'apport d’éléments dissous issu d’une pluie saharienne sur la physiologie de

C. watsonii limitée en fer

V.1. Abondance et croissance

Une augmentation significative de I'abondance cellulaire dans la culture ‘+pluie’ comparée au
controle est observée 2 jours apres I'ajout de la pluie, puis pendant les 17 jours de suivi de

I’abondance. (Figure 2.13).
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Figure 2.13. Abondances moyennes de C. watsonii cultivée en condition de limitation en fer (Fe = 2nM
complexé a 200 nM d’oxalate) sans (‘Contrdle’) ou avec ajout d’une pluie saharienne simulée (‘+ Pluie’) en
fonction du temps depuis I'ajout. La région encadrée correspond aux 3 jours pendant lesquels ont été
effectués les prélevements pour les mesures des parameétres permettant de caractériser la réponse
physiologique de C. watsonii. Une étoile indique une abondance moyenne significativement différente
dans les cultures ‘+ Pluie’ par rapport aux cultures ‘Contréle’ pour un temps donné, au cours de la phase
exponentielle.
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Les logarithmes népériens des abondances en fonction du temps indiquent que la phase
exponentielle de croissance a duré 5 jours dans les deux traitements (de TO a T5, Figure 2.14).
L’apport de fer atmosphérique a entrainé une augmentation significative (p < 0.05) de 44 % du
taux de croissance moyen, passant de 0.30 + 0.07 j* dans le contréle 3 0.43 + 0.01 j* dans le

traitement ‘+ Pluie’ (Tableau 2.V).
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Figure 2.14. Logarithmes népériens des abondances moyennes de C. watsonii dans les cultures ‘Controle’
(2 nM de Fe et 200 nM d’oxalate) et ‘+ Pluie’.

Tableau 2.V. Taux de croissance (u) pour chaque réplicat des cultures ‘Controle’ et ‘+ Pluie’ avec les écart-
types et les coefficients de corrélation associés a la régression linéaire ainsi que les taux de croissance
moyens et leurs écart-types associés.

Réplicats u  Ecarttype* R? |umoyen Ecarttype

1 o1

J J

Controle 1| 0.33 0.03 0.97
Contréle 2 | 0.34 0.01 1.00| 0.30 0.07
Contréle 3|0.22 0.01 0.98

+ Pluie 1 | 0.44 0.04 0.97
+ Pluie 2 | 0.41 0.03 0.98| 0.43 0.01
+ Pluie 3 | 0.43 0.04 0.97

*Ecart-type associé a la régression linéaire
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V.2. Facteur responsable de I’arrét de la croissance

Les concentrations en phosphates en début de phase stationnaire sont respectivement de 19.9 +
0.1 et 19.2 £ 0.2 uM pour les cultures ‘Controle’ et ‘+ Pluie’. Ce n’est donc pas une carence en
phosphate qui a entrainé I'arrét de la croissance dans les deux traitements. L’ajout de Fe chélaté
a de I'oxalate en début de phase stationnaire (1 = 0.09 £ 0.03 et 0.09 + 0.01 dans les cultures
‘Contrble’ et ‘+ Pluie’ respectivement) a entrainé une reprise de la croissance dans chaque
traitement, avec des taux de croissance dans les cultures ‘Controle’ et ‘+Pluie’ (Figures 2.15 et
2.16) respectivement de 0.31 + 0.02 j* et de 0.32 + 0.05 j* et significativement identiques (p >
0.05). C’est donc bien une carence en fer dans les cultures qui a provoqué l'arrét de la

croissance.
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Figure 2.15. Abondance cellulaire dans le traitement ‘Controle’ transféré dans flacons de 60ml (symbole
bleu ouvert), dans les bouteilles de 2L (symbole bleu plein) et aprés ajout de Fe en début de phase
stationnaire (en rouge) (voir détails section Il1.8).
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Figure 2.16. Abondance cellulaire dans le traitement ‘Controle’ transféré dans flacons de 60ml (symbole
orange ouvert), dans les bouteilles de 2L (symbole orange plein) et aprés ajout de Fe en début de phase
stationnaire (en violet) (voir détails section I11.8).

Si I'on compare le temps nécessaire a la réponse suite a I'ajout de fer, il n’a été observé une

reprise de la croissance qu’au bout de 2 jours dans les cultures ‘Contréle’, alors qu’elle est

observée au bout d’une journée dans les cultures ‘+ Pluie’ malgré I'ajout plus tardif au cours de la

phase stationnaire. Cela atteste donc d’un meilleur état physiologique des cellules dans les

cultures “+Pluie’ malgré I'arrét de la croissance.

V.3. Volume cellulaire

L’ajout de la pluie n’as pas impacté le volume cellulaire de C. watsonii (p > 0.05), qui est de 7.97

+ 0.29 pum’ dans les cultures ‘Controle’ et de 7.80 + 0.50 um® dans les cultures ‘+Pluie’. Ces

volumes correspondent & un rapport S/V de 2.42 + 0.03 um™ et 2.44 + 0.05 um™ respectivement,

significativement identiques (p > 0.05).
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V.4. Contenus en C, N et Chla

Une diminution significative des contenus cellulaires en C de 18 % et N de 24 % a été observée
dans le traitement ‘+ Pluie’ (Tableau 2.VI) et ce malgré des concentrations en COP et NOP par
litre plus fortes dans les cultures ‘+ Pluie’. L'abondance cellulaire a donc augmenté plus

fortement que les concentrations en COP et NOP dans les cultures.

Concernant le rapport moyen C/N, une trés légére augmentation (significative, p = 0.0003) a été
observée dans le traitement ‘+ Pluie’ par rapport au contrdle, de 6.2 + 0.2 3 6.6 + 0.3 mol.mol™
(Tableau 2.VI). Par contre, il n"a été observé aucun impact significatif de I'ajout de la pluie
simulée sur les contenus cellulaires moyens en chla (p = 0.1), respectivement de 9.7+ 1.6 et 8.5+
1.1 fgChla.cell™ pour les cultures ‘Controle’ et “+ Pluie’ (Tableau 2.VI). De méme, le rapport
Chla/C obtenu dans les cultures ‘“+Pluie’ n’est pas significativement différent de celui des cultures

‘Contréle’ (Tableau 2.VI).

Tableau 2.VI. Contenus cellulaires moyens en C, N et rapports C/N pour des échantillons prélevés de jour
et de nuit, contenus cellulaires moyens en Chla et rapport Chla/C et contenus en C, N et Chla par um3 pour
les cultures ‘Controle’ et ‘+ Pluie’. Les valeurs entre parenthéses correspondent aux écart-types associés.
Un nombre d’étoiles différent correspond a des valeurs significativement différentes entre le jour et la nuit
pour un parametre et une condition donnés. S signifie une différence significative entre les traitements
‘Contréle’ et ‘+ Pluie’ et NS I'absence de différence significative (a = 0.05).

ContenuenC Contenuen N C/N Contenu en Chla Chla/C
fmolC.cell™  fmolC.um™ | fmoIN.cell”  fmoIN .um> | mol.mol™ | fgChla.cell’ fgChla.um™ | fg.pmol™
Contrdle | 403 (30)* 52 (3) 65 (5)* 8.4(0.4) | 6.2(0.2* | 9.7(1.6) 1.3(0.2) 22 (2)
+ Pluie 331 (30)** 44 (3) 49 (6)** 6.6(0.7) | 6.6(0.3)* | 85(1.1) 1.1(0.1) 24 (4) E
statistiques S S S s S NS NS NS
Controle 413 (31)* nd 70 (5)* nd 5.7 (0.2)** nd nd nd
+ Pluie 326 (29)** nd 53 (6)** Nd 6.1 (0.3)** nd nd nd §
statistiques S S S

nd : non déterminé

Le volume cellulaire ne variant pas entre les deux traitements, la normalisation des contenus
. . 3 o s N .y . g .
cellulaires diurnes par um? conduit également a des différences significatives entre les contenus

en C et N par um? et & une égalité statistique des contenus en Chla par um?(Tableau 2.VI).
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V.5. Taux de fixation de N, et de CO,

Les taux de fixation moyens de N, et de CO, par cellule et normalisés par unité de biomasse (chla

ou um°), ont tous été significativement impactés par I'ajout de la pluie simulée (Tableau 2.VIl). La

fixation de N, a été plus impactée que la fixation de CO, par I'ajout de la pluie simulée

(augmentation d’un facteur 1.8 et 1.3 respectivement pour des taux par cellules ou 1.9 et 1.4

pour des taux normalisés par le volume cellulaire). La méme tendance a été observée pour ces

taux normalisés par la Chla, (facteur 2.0 et 1.5 respectivement).

Tableau 2.VII. Taux de fixation moyens de N, et CO, par cellule, par unité de chla et par um3 pour les
cultures ‘Contréle’ et ‘+ Pluie’. Les valeurs entre parentheses correspondent aux écart-types associés (n =4
a 9). S signifie une différence significative entre les traitements ‘controle’ et ‘+ Pluie’ et NS I'absence de

différence significative (a = 0.05).

fixation de N,

fixation de CO,

fmolIN.cell*.h? fmoIN.nghIa’l.h’1 fmoIN.um’S.h’1 fmolC.cell*.h™ fmolC.pg.ChIaf’l.h’1 fmolC.um’s.h’1
Contrdle 0.37 (0.12) 41.9 (14.5) 0.05 (0.02) 8.8 (0.9) 1.0 (0.1) 1.1(0.1)
+ Pluie 0.66 (0.12) 82.8 (21.2) 0.09 (0.01) 11.5 (0.6) 1.4 (0.2) 1.5(0.1)
statistiques s s s s s s

.
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VI. Du fer biodisponible libéré par les poussiéres sahariennes ? C. watsonii comme bio-
indicateur

Le . moyen du contréle (0.30 + 0.07 j*) est proche de celui obtenu précédemment (Tableau 2.11)
pour 2nM de Fe et 200 nM d’oxalate. De plus, il est inférieur au L., déterminé chapitre 1 (0.54 +
0.01 j ') ce qui montre bien une limitation de la croissance de C. watsonii. Le u moyen obtenu
apres ajout de la pluie (0.43 + 0.01 j) est également plus faible que le pmax obtenu pour C.
watsonii dans les conditions de culture du laboratoire (0.54 + 0.01 j*, chapitre 1), ce qui signifie

qgue I'ajout de la pluie simulée n’a pas totalement levé la limitation en fer.

A partir de ces taux de croissance et du K calculé chapitre 1 section Ill.1 nous pouvons calculer

le Fe’ présent dans les cultures ‘Contréle’ et ‘+ Pluie’ selon I'équation 2.4 :

i p . .
[Fe] =K pe X———  (équation 2.4)
My —H
avec : M le taux de croissance moyen obtenu dans la culture ‘Controle’ ou ‘+ Pluie’ et pmay le taux
de croissance maximum de C. watsonii déterminé a partir des cultures en présence de fer et

EDTA (0.54 ).

Les concentrations en Fe’ ainsi calculées sont de 0.47 nM dans le controle et 1.43 nM dans le
traitement ‘+ Pluie’. Nous pouvons donc estimer la concentration en Fe’ issue de I'ajout de pluie
(Fe’ ‘+ Pluie’ — Fe’ ‘Controle’) comme égale a 0.96 nM ce qui représente 36 % du dFe
théoriquement apporté par la pluie (2.7 nM). Lors d’expériences d’ajout d’une pluie artificielle,
préparée a partir de la fraction fine de sols du Niger utilisée ici, dans de I'eau de mer naturelle
réalisées dans le cadre de ses travaux de thése, Fanny Chever (Chever 2009) a observé une
précipitation immédiate dans I'eau de mer de 47 a 85 % du fer dissous dans la pluie. Mais pour
son étude seulement 0.1 pM d’oxalate ont été ajoutés a la pluie (contre 1uM ici) et surtout la
pluie a été ajoutée a une eau de mer naturelle, ne contenant pas de ligand du fer
supplémentaires tels les 200 nM d’oxalate présent dans notre milieu de culture. Les
concentrations en dFe dans les cultures avant et aprés ajout de la pluie n’ont pas été mesurées,
nous ne pouvons donc pas conclure quant a I’éventuelle précipitation du dFe issu de la pluie bien
gue nous pouvons fortement suspecter I'absence de ce phénomeéne du fait de la complexation

du fer au 200 nM d’oxalate présents dans le milieu de culture.

Notre calcul issu du modele de Monod ne prend pas en compte les différences de

biodisponibilité du fer dissous. La fraction fine de sols du Niger est constituée de ~7.3 % de
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matiére organique (Paris et Desboeufs 2013), mais leur dissolution ne libere pas de composés
carboxyliques solubles tels I'oxalate (Desboeufs, comm. pers.). Néanmoins, cette matiere
organique pourrait étre constituée de produits issus de la dégradation de débris organiques
présents dans les sols suite a des feux de biomasse ou a la présence passée de végétation
(Eglinton et al. 2002; Gelencsér et al. 2002) ainsi que d’acides humiques ou fulviques (Desboeufs
comm. Pers.) pouvant augmenter la dissolution du fer, du moins dans I'eau de pluie (Paris et
Desboeufs 2013). Des réactions a partir de ces précurseurs conduisant a la formation de
composés organiques possiblement chélateurs du fer ont alors pu avoir lieu dans la pluie simulée
ou dans le milieu de culture. Mais ceci reste largement hypothétique car ces processus sont tres
peu connus et restent encore a étudier. Cependant, si le complexe fer-ligand est assimilable par
C. watsonii, ce type de complexation augmenterait la biodisponibilité du fer présent dans les
cultures. Enfin, I’hypothése d’une excrétion de matiére organique comprenant des ligands du fer,
de type sidérophores, par C. watsonii afin d’assimiler le fer issu de la pluie renforce cette notion
de biodisponibilité du fer dissous non contenu dans la fraction Fe’. Ici encore, le manque actuel
de données ne permet pas de conclure sur la biodisponibilité du fer issu de la dissolution des
poussieres sahariennes. Il serait pertinent de déterminer I'impact d’un apport atmosphérique sur
cette production de ligand organique afin de mieux appréhender I'influence de ces apports sur la
réponse des UCYN. Néanmoins, I'observation d’une réponse de C. watsonii indique qu’une partie
au moins du fer libéré par les poussieres dans la pluie simulée est restée biodisponible dans I'eau
de mer. C. watsonii peut alors étre considérée comme un bio-indicateur de la biodisponibilité

du fer issu des poussiéres sahariennes.

La fait que la phase stationnaire soit atteinte au bout de 10 jours dans les cultures ‘+ Pluie’
signifie que la totalité du Fe biodisponible a été consommée ou n’est plus sous forme
biodisponible a ce moment-la. Les vitesses d’assimilation du fer pourraient permettre de
déterminer la quantité de fer consommé par les cellules dans la culture, du moins durant la
phase exponentielle, puisque c’est au cours de cette phase que ce parameétre est généralement

déterminé. Cependant, ces vitesses n’ont jamais été mesurées chez C. watsonii.
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VII. La réponse physiologique de C. watsonii a I’'apport d’une pluie saharienne simulée.

Les taux de fixation de N, et de CO, par cellules et par um® dans les cultures ‘Contrdle’ sont
proches des valeurs obtenues pour des concentrations en Fe inférieures a 5nM (+ 2uM d’EDTA)
et les valeurs des contenus en chla se trouvent dans la gamme des valeurs obtenues entre Fe =
3.3 nM et Fe = 13. 3nM (+ 2uM d’EDTA) (annexe 2). Cela montre encore une fois I'augmentation
de la biodisponibilité du fer en présence d’oxalate par rapport a la présence d’EDTA. Les
contenus en C (par cellules et par um?) sont proches de ceux obtenus en condition de limitation
modérée en présence d’EDTA, ce qui conduit a un rapport Chla/C plus élevé également. Le
volume cellulaire est lui aussi plus proche de celui obtenu en condition de limitation modérée
(Annexe 1). Cela étant il est a noter que deux méthodes différentes ont été utilisées pour sa
détermination et surtout que deux fixateurs différents ont été utilisés (Glutharaldehyde pour les
expériences du chapitre 1 et formaldéhyde ici). Et enfin les contenus en N (par cellule et par pm?)

sont plus forts que ceux obtenus en condition de non limitation en présence d’EDTA (Annexe 2).

Lors de I'ajout de la pluie, correspondant a un ajout de 2.7 nM de fer, dont une partie au moins
est biodisponible, il a été observé une stimulation des processus de fixation de N, et de CO,. Ceci
s’explique par le fait que le fer est un élément indispensable a la constitution des enzymes
majeures mises en jeu dans ces deux processus (la nitrogénase pour la fixation de N, et les
cytochromes pour la photosynthése). La stimulation des taux de croissance et de fixation de N,
et CO, aprés ajout de pluie artificielle montre que C. watsonii a pu internaliser et mettre a profit
trés rapidement (3 jours maximum) le fer issu des poussiéres sahariennes, afin d’augmenter la
synthése des enzymes nécessaires a la fixation de N, et de CO,. Une restauration, partielle ou
compléte, de I'expression des genes codant pour les enzymes métalliques impliquées dans la
fixation de N, et la photosynthése a été précédemment observée chez T. erythraeum transférée
dans un milieu riche en fer (Fe = 400 nM complexé avec 2 uM d’EDTA) aprés une courte période
de carence en fer (Shi et al. 2007). Les résultats obtenus ici montrent que C. watsonii est capable
de rapidement restaurer, du moins partiellement, ses fonctions métaboliques, méme apres
acclimatation pendant plus de 20 générations a un milieu carencé en fer. De méme que la
fixation de N, est plus impactée que la fixation de CO, lors d’un stress en fer (chapitre 1, Jacq et
al. (2014)), la fixation de N, est nettement plus stimulée par I'apport de fer: 2.3 fois plus en
moyenne quelle que soit I'unité considérée. Par analogie avec I'impact d’une brusque carence en

fer chez T. erythraeum (Shi et al. 2007), 'impact immédiat de I'ajout de pluie sur la fixation de
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N, a probablement eu lieu via une régulation, mais positive ici, de la transcription du gene nifH.

Cette activation de la transcription est donc suivie par I'expression de ce géne, conduisant a la

synthése de la nitrogénase et ainsi a I'augmentation observée des taux de fixation de N,. De plus,
I'intensification des taux de fixation de CO, signifie un accroissement de I'énergie disponible
pour alimenter le processus de fixation de N,, trés énergivore (Dron et al. 2012a; GroRkopf et

Laroche 2012) et permet ainsi de soutenir I'augmentation des taux de fixation de N,.

La stimulation de la croissance de C. watsonii a I'échelle de la culture suite a I'ajout de pluie
signifie qu’il y a eu augmentation de la vitesse de division cellulaire a I’échelle individuelle. En
effet, il faut un temps de génération de 2.4 + 0.7 j pour doubler la population des cultures
‘Contréle’ durant la phase exponentielle de croissance et ce temps est réduit a 1.6 + 0.0 j dans
pour les cultures ‘+ Pluie’. Cette stimulation de la croissance peut donc étre attribuée a
I'augmentation de la fixation de CO, conduisant a une augmentation de la synthese d’hydrates
de carbone qui fournissent, lors de leur catabolisme via la respiration, I'énergie nécessaire a la
division cellulaire (Behrenfeld et al. 2008). De plus, I'augmentation de la fixation de N, entraine
une augmentation de la quantité de N disponible pour la synthése des molécules nécessaires a la
division cellulaire, telles que les acides aminés et les protéines. Il est important de noter que la
réponse physiologique de C. watsonii lors de I’ajout de pluie, est celle de cellules acclimatées a
un milieu carencé en fer et recevant un apport ponctuel de dFe. Il s’agit donc d’une réponse

instantanée, a court terme (5 jours, soit environ 2 générations).

Les contenus cellulaires en N et C ont diminué (environ -20 %) lors de I'ajout de pluie simulée
malgré I'augmentation des taux de fixation de N, et de CO,. Cela aurait pu étre la conséquence
d’une modification du cycle cellulaire avec globalement, dans les cultures ‘+Pluie’, un nombre
plus important de cellules se trouvant en début de cycle cellulaire, c’est-a-dire venant juste de se
diviser, ce qui correspond a une division par deux des contenus de la cellule. Mais les mesures de
volumes cellulaires effectuées sur un grand nombre de cellules (96 a 99 cellules mesurées par
échantillons) ne montrent pas de différences significatives entre les cultures ‘Contréle’ et ‘+
Pluie’. La diminution des contenus cellulaire par pm’ lors d’un apport en fer constitue une
réponse opposée a la diminution des contenus par um? en condition de limitation sévére en fer
pour des cellules acclimatées. L’ajout du facteur limitant entraine donc des modifications
physiologiques particuliéres. La production primaire exprimée en j* a été calculée a partir du

taux de fixation de CO, et du contenu cellulaire en C, ce qui a permis de déterminer le
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pourcentage de carbone fixé photosynthétiquement et utilisé pour la croissance (voir chapitre 1,
section IV.2.2). Les résultats obtenus (Tableau 2.VIIl) montrent que dans les cultures ‘Controle’ et
‘+ Pluie’ 100 % du C fixé photosynthétiquement serait dédié a la croissance. Cela suppose alors
une excrétion de C et une respiration nulles, ce qui est tres peu probable. Nous ne pouvons alors
pas en tirer de conclusion afin d’expliquer la diminution des contenus cellulaire en C et N lors de

I'ajout de pluie.

Tableau 2.VIIl. Production primaire en j'l, taux de croissance (u, en j'l) et pourcentage du C fixé par
photosynthése dédié a la croissance. Les écart-types associés sont indiqués entre parentheses.

‘Controle’ ‘+ Pluie’
PP () 0.26 (0.02) 0.42 (0.04)
w (™ 0.30(0.07) 0.43 (0.01)
% 113 (25) 101 (5)

Les contenus cellulaires en chla n’ont pas varié suite a l'ajout de pluie simulée, malgré
I"augmentation des taux de fixation de CO,, il en résulte donc une augmentation significative des
taux de fixation de CO, relativement a la quantité de chla de 1.0 + 0.1 fmolC.fgChla™.h™ pour le
controle a 1.4 + 0.2 fmolC.fgChla™.h™ aprés ajout de pluie simulée. Cela traduit une
photosynthése plus efficace lors de I'apport saharien, puisque les cellules ont fixé plus de CO,
par unité de chla, donc pour une capacité d’absorption d’énergie lumineuse potentiellement
équivalente. Mais ce résultat est a considérer avec précaution car la fluorescence des deux
autres pigments photosynthétiques caractéristiques des cyanobactéries présents chez C
watsonii, la phycoérythrine et la phycocyanine (Fu et al. 2008), n’a pas été mesurée ici.
L'amélioration de I'efficacité de photosynthese aprés ajout de fer issu de la dissolution des

poussiéres pourrait étre due a une intensification de la synthése de ces deux pigments.
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VIIl. Comparaison de la réponse de différents organismes phytoplanctoniques a un
apport saharien : études en laboratoire et en milieu naturel

VIll.1. Phytoplancton non-diazotrophe : les diatomées

Lors d'une étude portant sur des cultures monospécifiques de diatomées Antarctiques
(Actinocyclus sp. et Thalassiosira sp.) acclimatées a de faibles concentrations en Fe (0.07 nM de
dans une eau de mer naturelle filtrée a 0.2 um), Visser et al. (2003) ont observé, suite a des
dépots secs sahariens simulés a partir de deux types de sols d’origine différente, des réponses
différentes en termes de croissance en fonction de I'espéce considérée mais également en
fonction de la quantité résultante de fer dissous dans I'eau de mer dépendant du type de
poussieres ajoutées. Il serait alors intéressant de vérifier |'existence de telles différences
concernant la réponse de C. watsonii, en effectuant I'expérience présentée ici a 'aide de

poussieres provenant de différentes sources.

La seule expérience connue d’ajout d’une pluie saharienne simulée, conduite dans le cadre du
projet ANR BOA’ lors des travaux de thése de F. Chever (Chever 2009), a été réalisée a I'aide
d’une pluie artificielle préparée a partir des poussieres du Niger utilisées ici. L’ajout de cette
pluie dans des cultures de diatomée (T. oceanica) acclimatées a des conditions de limitation en
fer (Fe = 0.35 nM dans de I'eau de mer naturelle) a également entrainé une stimulation de la

croissance de |'organisme étudié.

VIII.2. Les diazotrophes

VIII.2.1.Trichodesmium spp. : expériences en laboratoire

A ma connaissance, seulement 2 expériences d’enrichissement de cultures monospécifiques de
diazotrophes avec des poussieres désertiques (simulation d’un dép6t sec) ont été publiées ; elles
portent sur la cyanobactérie diazotrophe filamenteuse Trichodesmium spp. (Rubin et al. 2011;
Langlois et al. 2012). Rubin et al. (2011) ont observé un transport actif des poussieres de la
périphérie vers le centre de colonies naturelles de Trichodesmium spp., suivi de mécanismes

d’adsorption et de dissolution des poussieres a la surface des cellules leur permettant

> Biogéochimie du Fe a I'interface Océan-Atmosphére, Pl G. Sarthou et K. Desboeufs
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d’augmenter I'assimilation du fer. Mais ceci seulement pour des colonies naturelles et non pour

des trichomes individuels. (Figure 2.17).

Figure 2.17. Photographie prise au microscope d’'une colonie naturelle (« puff ») de Trichodesmium sp.
ramenant en son centre des poussiéres désertiques (entourées en rouge). D’apres Rubin et al. (2011) (avec
la permission de Nature Publishing Group, licence n°3403190597240).

Langlois et al. (2012) ont observé la formation de colonies et une augmentation de I'abondance
de T. erythraeum (basée sur I'abondance du gene nifH) lors d’ajout de poussiéres désertiques a
des cultures de T. erythraeum limitées en fer (Fe et EDTA = 0 uM) mais non acclimatées a cette
limitation. Ainsi, lors d’'un dépot sec de poussieres sahariennes, du fer est biodisponible pour les
cyanobactéries filamenteuses du genre Trichodesmium et nous avons montré que le fer dissous
issu d’'un dépot humide est, au moins en partie, disponible pour 'UCYN-B C. watsonii. Ces deux
cyanobactéries diazotrophes semblent répondre favorablement a un apport atmosphérique de
fer saharien, il serait maintenant intéressant de savoir laquelle serait avantagée en cas de
compétition pour la ressource. En effet, la plus petite taille des UCYN leurs donne un avantage
pour I"assimilation du fer dissous (voir chapitre 1, section VI.2.2), mais Trichodesmium semble
tirer profit de son mode de vie colonial pour assimiler du fer associé a des particules. Les
expériences réalisées en milieu naturel permettent d’apporter des éléments de réponse a cette

problématique.
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VIII.2.2. Expériences en milieu naturel

Plusieurs expériences d’enrichissement du milieu naturel (microcosmes et mésocosmes) avec
des poussieres désertiques ont montré une nette stimulation de la fixation de N, en
Méditerranée et dans I’Atlantique tropical Nord (Mills et al. 2004; Marafién et al. 2010; Ridame
et al. 2011; Langlois et al. 2012; Ridame et al. 2013). Il ressort de ces expériences que I'apport de
poussieres permet de lever la limitation ambiante en P, Fe ou la co-limitation Fe-P de la fixation
de N,. De plus, les poussieres désertiques, en plus d’étre une source de P et/ou de Fe, seraient
aussi une source de métaux traces potentiellement limitants de la fixation de N, (Ridame et al.
2011), tels le Mo, co-facteur de la nitrogénase (Tuit et al. 2004; Howard et Rees 2006), le Ni (Ho
2013), le Co (co-facteur de la vitamine B12, dont les diazotrophes en sont d’important
producteurs (Bonnet et al. 2010)) ou encore le Zn, métal entrant en jeu dans la photosynthese
(Sunda 2012). L'étude de Langlois et al. (2012) a montré une stimulation de I'abondance des
UCYN-B, telle C. watsonii, mais également des autres UCYN, ainsi que de Trichodesmium spp. et
des protéobactéries, lors d’un ajout de 2 mg.L™ de poussiéres sahariennes. Dans I’Atlantique
subtropical Nord, a proximité des fles Canaries, Benavides et al. (2013a) ont observé une
augmentation de 86 a 92 % de I'abondance des diazotrophes unicellulaires (des quels sont
probablement exclus les bactéries hétérotrophes d’aprés ces auteurs) en parallele d’une
diminution des taux de fixation associés a Trichodesmium spp, suite a un événement saharien.
Ces auteurs rapportent la présence de trichomes isolés, ce qui supporte le fait que les stratégies
d’acquisition du fer présentées ci-dessus sont déterminantes pour la réponse d'un type de

diazotrophe donné.

La réponse physiologique de C. watsonii observée ici permet donc d’appuyer les observations
de terrain quant a la biodisponibilité du fer issu d’un apport saharien pour cette UCYN. Ces
précédents résultats, ainsi que ceux de notre étude, montrent donc que les poussiéres
sahariennes libérent du fer biodisponible pour le phytoplancton et qu’il est possible d’observer
une réponse en conditions controlées en laboratoire. Nous présentons ici pour la premiére fois
une réponse physiologique d’un organisme diazotrophe acclimaté a des conditions de
limitation en fer basée sur 'observation de plusieurs parameétres et pour la premiére fois
également, la réponse d’une UCYN. Nos résultats permettent donc d’améliorer la
compréhension de la réponse phytoplanctonique lors d’apport saharien dans le milieu naturel.
Cela étant, en milieu naturel, plusieurs facteurs améliorent probablement la biodisponibilité du
fer, telle la présence, dans I'eau de mer, de différents ligands organiques du fer (Gledhill et Buck

2012).
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IX. Stimulation des UCYN-B a un apport saharien et conséquences biogéochimiques

IX.1. Interaction avec la communauté phytoplanctonique et microbienne

Les résultats de I’expérience présentée dans ce chapitre montrent donc une réponse positive de
C. watsonii en termes de processus de fixation de N, et de CO, et de croissance de la
population lors d’un apport en fer issu de poussiéres sahariennes. Cela signifie que dans les
régions océaniques oligotrophes, ol les concentrations en N sont suffisamment faibles pour
limiter la production primaire et ol les concentrations en fer limitent I'activité des
cyanobactéries diazotrophes, un apport saharien pourrait favoriser, dans un premier temps, le
développement des diazotrophes. C. watsonii excréte également de forte quantités de N
récemment fixé (jusqu'a 66 %, Dron et al. 2012a), probablement sous forme de NOD et de NH,",
par analogie avec Trichodesmium spp. (Mulholland 2004). Cela constituerait donc un apport en
N nouveau, ce qui pourrait lever la limitation en N du phytoplancton non-diazotrophe et
stimuler alors la production nouvelle. Une réponse en termes de croissance et d’activité de C.
watsonii pourrait également ainsi favoriser le développement d’une communauté hétérotrophe
via I'excrétion de NOD (Figure 2.18). Ce NOD excrété peut également étre reminéralisé en
ammonium dans la couche euphotique par les bactéries hétérotrophes permettant de soutenir
alors la production régénérée (Figure 2.18). Cela a été mis en évidence dans les eaux du plateau
continental de Floride par Lenes et al. (2001) qui ont observé une efflorescence de
Trichodesmium suite a un apport de poussiéres sahariennes, déclenchant la dégradation
bactérienne du NOD excrété par Trichodesmium. Cela permettait donc de fournir du N nouveau
disponible pour le développement du dinoflagellé Gymnodinium breve (Lenes et al. 2001). C.
watsonii excréte des quantités importantes de C organique sous forme d’EPS ( Dron et al.
2012b), qui pourraient étre utilisées comme source de carbone par les bactéries hétérotrophes,
mais également des quantités importantes de vitamine B12 pouvant stimuler la production
phytoplanctonique (Bonnet et al. 2010). La stimulation du développement du phytoplancton,
producteur primaire, permettrait alors une intensification de la pompe biologique de carbone
mais couplée a une augmentation des rejets de CO, via l'intensification de la respiration
bactérienne (Figure 2.18). Ce schéma complexe de la réponse du biota rend donc nécessaire la
multiplication d’expériences telle celle présentée dans ce chapitre afin de comprendre la
réponse en termes de pompe biologique de carbone. De plus, la réponse en termes de
succession d’organismes est a considérer a court terme car elle est dépendante du faible temps

de résidence du fer issu des apports atmosphériques dans la couche de surface (17 a 28 jours

147



Chapitre 2. Impact d’une pluie saharienne sur la croissance et I'activité de C. watsonii limitée en fer

dans I'Atlantique Nord-Est, Sarthou et al. 2003). Enfin, il est important de rappeler ici que les
apports sahariens sont également une source potentielle de phosphates et d’azote. La réponse
de I'écosystéme dans sa globalité dépendra alors également de ces apports. Afin de caractériser
ce scénario, le développement d’expériences in-situ prenant en compte I'ensemble de la
communauté microbienne (Marafidn et al. 2010), telles que les approches en mésocosmes

(Guieu et al. 2010; Giovagnetti et al. 2013) s’averent alors nécessaires.

Apport atmosphérique
Co, o, humide Saharien co,
A Atmosphére

Figure 2.18. Schéma conceptuel de la réponse d’une communauté phytoplanctonique et microbienne suite
a la stimulation de la croissance et de I'activité de C. watsonii par un apport atmosphérique saharien, dans
un milieu oligotrophe ou la production primaire serait limitée par I'azote.

IX.2. Impact des changements futurs sur la réponse a un apport saharien

Concernant les prévisions pour les années a venir, il existe de fortes incertitudes dans la variation
de la taille des zones désertiques et ainsi dans la prédiction des flux des apports éoliens de
poussieres (Mahowald et al. 2005) avec une augmentation ou une diminution jusqu’a 50 % selon
les 17 modeles du GIEC® utilisés par Mahowald (2007). Néanmoins, la moyenne de ces modéles

prédit une hausse de la taille des zones désertiques nord africaines (dont le Sahara) associée a

6 . 4, . .
Groupe d’expert intergouvernemental sur I'évolution du Climat
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une légere augmentation des apports éoliens de poussieres provenant de cette zone (Mahowald
2007). De plus, les prévisions biogéochimiques associées aux modifications climatiques a venir
prévoient une augmentation des températures de surface conduisant a une intensification de la
stratification (Boyd et Doney 2003). Or en période de stratification, les apports atmosphériques
sont la principale source de nutriments a la couche euphotique. Ainsi ce renforcement de la
stratification va renforcer I'importance des apports atmosphériques. Il est donc important de
comprendre leur influence sur chacun des compartiments du biota marin afin de mieux
appréhender les changements a venir. Concernant les apports atmosphériques en fer, le
parameétre majeur a prendre en compte lorsque I'on s’intéresse a leur impact biogéochimique
est le controle la solubilité de cet élément issu des poussieres désertiques. Les activités
anthropiques ont conduit a I'augmentation des émissions de précurseurs acides (SO, et NO,)
(selon le rapport de I'lPCC 2001), entrainant I'augmentation de cette solubilité (SO, et NO,), ce
qui pourrait renforcer I'importance de cette source de fer et induire un bouleversement
supplémentaire a I’échelle de la biosphére marine. Trichodesmium spp. pouvant assimiler du fer
directement a partir de poussiéres désertiques (Rubin et al. 2011) et C. watsonii répondant a un
apport en dFe issu de la dissolution de poussieres sahariennes (cette étude), on peut alors
prévoir une augmentation de I'abondance de ces deux organismes dans les zones soumises a de

tels apports désertiques, comme I’Atlantique (sub)tropical Nord.
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Chapitre 3: fixation de N, et PP en Atlantique subtropical Nord: distribution et facteurs de contréle

. Contexte scientifique : 'océan Atlantique subtropical Nord, une zone oligotrophe

soumise aux apports sahariens

La région subtropicale Nord de I'océan Atlantique constitue, comme tous les grands gyres centraux
de I’Atlantique et du Pacifique, une zone LNLC majeure caractérisée par de faibles concentrations en

nutriments et une faible biomasse algale (Figure 3.1).

Nitrates Phosphates

:
- B
i,
w

5w

Figure 3.1. Climatologie des concentrations de surface en nitrates et phosphates pour le mois de Septembre
(en uM, World Ocean Atlas 2009) et concentrations de surface en Chla pour le mois de Septembre 2012 (en
mg.m’s, données du satellite MODIS).

La fixation de N, représente une source majeure d’azote nouveau dans la couche euphotique des
régions oligotrophes tropicales et subtropicales de I'océan, en particulier dans I’Atlantique Nord (Karl
et al. 2002; Mahaffey et al. 2005). Malgré les faibles concentrations en nitrates, représentant un
avantage potentiel pour les diazotrophes, de faibles taux de fixation de N, ont été enregistrés dans
I’Atlantique subtropical Nord : < 2 nmoIN.L%.j" en surface (Moore et al. 2009; Fernandez et al. 2010;
Agawin et al. 2013). Ces flux sont minimes comparés a ceux mesurés au niveau de I’Atlantique
équatorial et tropical Nord (jusqu’a 20 nmoIN.L'2j* (Moore et al. 2009; Fernidndez et al. 2010;

Subramaniam et al. 2013)). Les travaux de modélisation montrent également de plus faibles flux de
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fixation de N, dans la partie subtropicale de I’Atlantique Nord, relativement a la partie tropicale
(Coles et Hood 2007). Cela améne donc a s’interroger sur les facteurs de controle de ce processus en

Atlantique subtropical Nord.

Dans I’Atlantique subtropical Nord-Est, il a été observé des concentrations de surface en dFe de 0.1 a
1 nM entre ~20° et 40 °N (Moore et al. 2009; Rijkenberg et al. 2012; Schlosser et al. 2014). Le fer,
présent a des concentrations plus faibles que dans I’Atlantique tropical (Rijkenberg et al. 2012;
Schlosser et al. 2014) est donc un facteur potentiellement limitant de la fixation de N, en Atlantique
subtropical Nord-Est. Le long d’un transect dans I’Atlantique entre 40°N et 40°S (~30° O), Moore et al.
(2009) ont observé une corrélation positive entre la fixation de N, et les concentrations en dFe. Les
phosphates, présents en faibles concentrations en Atlantique subtropical Nord (Moore et al. 2009;
Fernandez et al. 2010; Schlosser et al. 2014), peuvent également représenter un facteur potentiel de
limitation de la fixation de N,. L'importance du P comme élément limitant (Safiudo-Wilhelmy et al.
2001) ou co-limitant avec le fer (Mills et al. 2004) de la fixation de N, dans I’Atlantique Nord a été
montrée, mais en région tropicale seulement. Récemment, un schéma contrasté des limitations de
I'activité des organismes diazotrophes a été observé dans I'océan Atlantique tropical, avec une
limitation par le fer dans I'ouest de la région et une limitation par les phosphates a I'est, pour des
latitudes comprises entre 10 et 15°N (Turk-Kubo et al. 2012). Plus au sud (< 11°N), la fixation de N,
semble co-limitée par le fer et les phosphates (Mills et al. 2004b; Turk-Kubo et al. 2012). Cependant,

les facteurs contrélant la fixation de N, ont été peu étudiés dans I’Atlantique subtropical Nord.

L’'Atlantique subtropical Nord présente une caractéristique particuliere qui est le résultat de Ila
combinaison de la circulation atmosphérique et de la proximité d’une zone aride importante : le
désert du Sahara. En effet, il s’agit d’'une des régions océaniques fortement impactée par les apports
atmosphériques d’origine désertique (Jickells et al. 2005) (Figure 3.2). Prospero et al. (1996) ont
estimé, en Atlantique subtropical Nord (entre 20 et 30° N et 20 a 40° O), des taux de dépot de
poussiéres compris entre 1 et 2 Tg.an'l. Ces apports sont moins importants que dans la région
tropicale de I’Atlantique Nord (~4 a 7 Tg.an™ entre 10 et 20° N pour les mémes longitudes, Prospero
et al. 1996). Globalement, les poussiéres du Sahara constituent une source importante de P (Ridame
et Guieu 2002; Baker et al. 2010) et de Fe (e.g. Sarthou et al. 2003; Bonnet et Guieu 2004) pour les

eaux de surface ou elles se déposent.
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Figure 3.2. Image satellite d’un panache de poussieres d’origine saharienne en Atlantique subtropical Nord est
en Novembre 1998. Seawifs.

Le fer et les phosphates étant des facteurs de contréle majeurs de la fixation de N,, ces apports en
région subtropicale pourraient favoriser la fixation de N, dans cette région de I'Atlantique ou les
concentrations de surface en phosphates et dFe sont faibles. Lors d’expériences en microcosmes,
I"ajout de poussieres sahariennes (sous forme de dépot sec) a permis de lever la co-limitation Fe-P de
la fixation de N, dans I’Atlantique tropical Nord (Mills et al. 2004). Dans la région subtropicale Nord,
Marafién et al. (2010) ont également observé une stimulation de la fixation de N, suite a un ajout de
poussiéres sahariennes (dép6t sec) en microcosmes, mais sans avoir identifié le facteur de limitation
de la fixation de N,. De plus, il a été montré que les poussiéres sahariennes pouvaient étre une
source d’un ou plusieurs éléments, autres que le fer ou les phosphates stimulant la fixation de N, en
Méditerranée (Ridame et al. 2011). Il a été stipulé que cet ou ces éléments pourraient étre un ou des
métaux traces essentiels pour 'activité et la croissance des diazotrophes, comme par exemple le
nickel dont le controle sur I'activité et la croissance de T. erythraeum arécemment été mis en

évidence (Ho 2013).
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Des mesures de production primaire et de fixation de N, ont été réalisées dans la couche de surface
du gyre subtropical de I’Atlantique Nord au cours de la campagne STRASSE dans le but d’évaluer (i)
leur variabilité spatiale a (sub)méso-échelle et (ii) la contribution de la fixation de N, a la
production primaire ainsi qu’a la production nouvelle dans cette région oligotrophe. Dans |'optique
de mieux comprendre la variabilité spatiale de la fixation de N, nous avons réalisé des mesures de
fixation de N, en période nocturne uniquement. Ceci nous a permis de quantifier les contributions
relatives des organismes dont les activités de fixation de N, sont soumises a un cycle nycthéméral,
telles les UCYN-B et C réalisant leur activité de diazotrophie la nuit ou Trichodesmium spp. et les
UCYN-A fixant le N, le jour. Afin de mieux caractériser les facteurs biogéochimiques de contréle de
la fixation de N, et de la production primaire ainsi que leur variabilité spatiale, des expériences en
microcosmes avec ajouts d’éléments potentiellement limitants (P, Fe, métaux traces) ont été
réalisées. Enfin, en parallele, nous avons réalisé des expériences en microcosmes avec apports
sahariens simulés (sec ou humides) dans le but d’étudier 'impact d’un apport saharien sur la

production primaire et la fixation de N.,.

Les résultats principaux de cette étude feront I'ceuvre d’une publication prochainement soumise a
Biogeosciences: Ridame C., Jacq V, Desboeufs K, L'Helguen S., Reverdin G and Pujo-Pay M. (in prep)
N, fixation and primary production in the subtropical North Atlantic: distribution and responses to

iron, phosphates, trace metals and Saharan dust enrichments.
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Il. La campagne STRASSE : objectifs et méthodologie

11.1. Objectifs du projet et localisation des zones d’intérét

La campagne océanographique STRASSE’ (SubTRopical Atlantic Surface Salinity Experiment),
coordonnée par Gilles Reverdin (LOCEAN, UPMC), a permis la mise en place d’'une partie du réseau
d’observation du programme SPURS? (Salinity Processes in the Upper Ocean Regional Study), dont
I'objectif central est I'étude du bilan a subméso-échelle de la salinité des eaux de surface
subtropicales de I’Atlantique Nord. La part de la mission dédiée aux mesures biogéochimiques a été
conduite en paralléle de ce projet principal afin d’élargir le champ des connaissances actuelles de
cette région sur-salée. Elle concerne principalement les expériences présentées dans ce chapitre,

réalisées par C. Ridame et moi méme.

La campagne s’est déroulée a bord du N/O Thalassa (Ifremer, Genavir), du 16 aolt au 13 Septembre
2012. Parti de Las Palmas de Gran Canaria (Canaries), le navire a effectué un premier transect en
direction du site principal d’étude visé lors de cette campagne : le coeur du gyre subtropical Nord de
I’Atlantique (North Atlantic SubTropical Gyre, NASTG). Ce site a été échantillonné finement durant 20

jours avant un transect retour en direction de I'archipel des Agores (Figure 3.3).

SMOS SSS — August 2010
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Figure 3.3. Salinité de surface de I'océan Atlantique subtropical Nord déduite des mesures SMOS (Soil Moisture
and Ocean Salinity satellite) retraitées par I'Agence spatiale européenne (algorithme v5.5), pour le mois d'ao(t
2010. © LOCEAN, Jacqueline Boutin. La zone représentée en blanc délimite les transects aller et retour et le
site principal d’étude de la campagne STRASSE.

7 http://www.locean-ipsl.upmc.fr/smos/spurs/

8 http://www.insu.cnrs.fr/environnement/ocean-littoral/strasse-subtropical-atlantic-surface-salinity-
experiment

157



Chapitre 3: fixation de N, et PP en Atlantique subtropical Nord: distribution et facteurs de contréle

Arrivé sur le site principal d’étude, un maillage a été effectué afin de déterminer les salinités de
surface (SSS) dans le but de définir les 4 zones d’intérét spécifique pour la campagne STRASSE,
situées au niveau d’un filament de fortes salinités, en vue d’une analyse fine de ce type de structures
subméso-échelles. Ce filament formait le bord Est d’un tourbillon anticyclonique présent au sud-
ouest du site (non montré sur la Figure 3.4). Les 4 zones ont donc été choisies, en fonction de leurs
caractéristiques hydrologiques par rapport a ce filament (Figure 3.4) :

e 71 (du 26 au 30 ao(t) : dans les eaux les moins salées du nord du filament de forte salinité,
repéré au centre du maillage

e 72 (du 30 aolt au 03 septembre) : dans le filament salé. Le filament qui se déplacait vers le
sud a été suivi jusqu’a 25.35°N.

e 73 (du 03 au 06 septembre) : dans le gradient de salinité, a I'ouest du filament salé qui s’est
déplacé vers I'est.

e 74 (du 06 au 09 septembre) : dans les eaux moins salées au nord-est du site, éloignées des

fronts de salinité.

-36° -35°

37.75

37.65

37.55

37.45

Figure 3.4. Trajectoire effectuée lors de la campagne STRASSE : sur la carte en fond la trajectoire du maillage du
site principal d’étude de la campagne représenté par les mesures de salinités de surface du thermo-
salinographe de la Thalassa, les fleches blanches représentent la direction du vent. Sur cette carte sont
indiquées les 4 zones d’intérét (Z1, Z2, Z3 et Z4). Les encarts correspondent au trajet effectué durant
I’échantillonnage des zones 2 et 3 représenté par les mesures de salinité du thermo-salinographe de la
Thalassa.

Tout au long de la campagne une rosette composée de 21 bouteilles de prélevement Niskin®

(General Oceanics, Miami, USA) a été mise a I'’eau plusieurs fois par jour (94 stations en tout), avec
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des prélevements effectués de 1 a 3 fois par jour (matin, aprés-midi et soir) en vue de la
caractérisation chimique (carbone inorganique dissous (DIC), oxygene dissous, éléments nutritifs),
biologique (chla et POC) et isotopique (5C et §'%0) des eaux étudiées. Soixante-cing des 94 stations
CTD ont ainsi été échantillonnées sur 1000 a 2000m de profondeur. Les données présentées dans ce
chapitre (températures, salinités de surface et concentrations en éléments nutritifs) sont
uniquement celles issues des préléevements réalisés I'apres-midi (entre 14h et 17h TU excepté pour la

station 27 : 19h).

Tout au long de la campagne nous avons effectué, dans la couche de surface, des mesures de
production primaire et de fixation de N, (journaliere sur 24h et nocturne sur 12h) permettant
d’étudier la distribution spatiale de surface de ces processus a fine échelle. L'exploration a subméso-
échelle des différentes zones nous a permis d’effectuer ces mesures sur tout le site afin d’établir
I’existence de variations spatiales des processus biogéochimiques a cette échelle. En paralléle, nous
avons également conduit des expériences en microcosmes en conditions dites « ultra-propres » avec
ajouts de macro ou micronutriments et de poussiéres sahariennes afin de caractériser les facteurs de
controble et la réponse a un apport atmosphérique saharien de ces deux processus. Cela a également
permis de déterminer les potentielles variabilités a subméso-échelle de ces facteurs et réponses.
Pour toutes ces expériences, tout le matériel a été lavé a I'acide selon le protocole décrit dans le
chapitre « Méthodologie des expériences en culture au laboratoire », section |, ou a bord en cas de

réutilisation, avec de I'HCl suprapur®.

11.2. Localisation des stations pour la mesure des paramétres biogéochimiques (fixation de

N, et production primaire) et les expériences en microcosmes

Les taux de fixation journalier de N, ainsi que la production primaire ont été mesurés en triplicats
pour chaque station du transect aller et retour (excepté la derniére station: station 94) et
guotidiennement sur le site d’intérét (soit 25 mesures en triplicats au total) (Figure 3.5). Pour 16 de
ces stations (Figure 3.5) nous avons mesuré en paralléle les taux de fixation nocturne de N, attribués
aux UCYN (excepté les UCYN-A) et/ou aux diazotrophes hétérotrophes. Enfin, les expériences en
microcosmes avec ajout de macronutriments (phosphates), micronutriments (Fe ou autres métaux
traces) ou de poussiéres sahariennes (sous forme de dép6t sec ou humide) ont été réalisées 3 fois sur
le transect aller, 1 fois par zone d’intérét (sauf pour la Z1: 2 fois) et 1 fois sur le transect retour

(Figure 3.5), soit 9 expériences au total.
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(B) Site d’interét
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Figure 3.5. Stations des transects aller et retour (A) et du site d’intérét (B) ou ont été effectuées des mesures de
production primaire et de fixation de N, seules (rond gris), des mesures de fixation de N, nocturnes (triangle
noir) et des expériences en microcosmes avec enrichissements (carré blanc). Pour le site d’intérét, les 4 zones
d’études (Z1, 72, Z3 et Z4) de la campagne STRASSE ont été encadrées. Le fond de carte représente la
bathymétrie (Ocean Data View).

11.3. Distribution de surface de la production primaire et de la fixation de N,

11.3.1.Production primaire et fixation de N, journaliére

Les mesures de production primaire et des taux de fixation de N, journaliéres ont été effectuées
simultanément dans les mémes bouteilles grace a la technique du double marquage “C et ©°N,. De
I’eau de mer a été prélevée dans I'aprés-midi (entre 15h et 18h TU) a 10 m de profondeur, dans la
couche de surface mélangée (SML, surface mixed layer), a I'aide de bouteilles Niskin®. Cette eau a
ensuite été transférée dans des bouteilles en polycarbonate de 2.3 L préalablement rincées 3 fois
avec l'eau échantillonnée. Lorsque les valeurs de fluorescence de la chla mesurées avec le
fluorimetre montée sur la rosette étaient tres faibles (données non montrées ici) des bouteilles de

4.5L ont été utilisées (stations 46, 50, 54, 57 et 60).

Les bouteilles (2.3 ou 4.5 L) ont été remplies entierement en prenant soin de ne laisser aucune bulle
d’air et fermées a I'aide de bouchons munis d’un septum. Des ajouts de 2.5 ou 5 ml de N, (98.3 %
eurisotop) et de 1 ou 2mL de °C (99 % eurisotop) ont été effectués dans les bouteilles de 2.3 ou 4.5 L
respectivement. Les bouteilles ont ensuite été agitées vigoureusement afin de réduire la taille de la

bulle de °N,. Une précédente inter-comparaison des taux de fixation mesurés avec ajout de N,
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gazeux pour des incubations dans 2.3 et 4.5L a montré des taux du méme ordre de grandeur pour ces
deux volumes (coefficient de variation de 15 %, Ridame et al. 2013). Les ajouts de **C et de N, ont
conduit a un enrichissement de 8.5 % en C et théoriquement de 10.2 % en N,. Cet enrichissement en
N, est probablement surestimé du fait de la lente dissolution du >N, dans I'eau de mer (Mohr et al.
2010b; Wilson et al. 2012). De nombreux facteurs tels que la température, le volume et le temps
d’incubation ou encore la composition de la communauté phytoplanctonique diazotrophe influent
sur cette surestimation en milieu naturel (GroBkopf et al. 2012; Wilson et al. 2012). Ainsi, il n’existe
pas de facteur de conversion permettant de ré-estimer la quantité de *°N, dissous dans 2.3 ou 4.5 L
d’eau de mer naturelle incubée durant 12 ou 24h. Les ré-estimations effectuées pour les expériences
sur culture présentées dans les chapitres 1 et 2 ne peuvent pas étre effectuées ici, car elles sont
basées sur des incubations réalisées en laboratoire dans un volume de ~130 mL. Or, 'augmentation
du volume d’incubation et donc I'augmentation du volume de gaz *°N, réduisent la dissolution du gaz
>N, (mais dans une moindre mesure que le temps d’incubation) (Mohr et al. 2010b). Ainsi, tout en
étant conscients que les taux de fixation mesurés ici sont probablement sous-estimés, nous avons
choisi de ne pas les ré-estimer. L'éventuelle détermination d’un facteur de ré-estimation précis

pourra alors permettre aux futurs investigateurs de convertir nos données mesurées.

Les bouteilles enrichies en *C et >N, ont ensuite été incubées pendant 24h & température in-situ
dans des bacs alimentés en continu avec de I'eau de mer pompée en surface (Figure 3.6A). Ces
incubateurs, placés sur le pont avant du bateau, étaient recouverts d’un filtre permettant de simuler
I'intensité lumineuse a la profondeur échantillonnée (54 % de la lumiere incidente sauf aux stations 3
et 4: 36 %). Le choix du pourcentage d’atténuation lumineuse a été basé sur les mesures
quotidiennes de PAR a 10m a I'aide d’un radiomeétre Trios® (A. Cauvin, comm. pers.). Au bout de 24h,
I’eau de mer incubée a été intégralement filtrée (Figure 3.6B) a une pression inférieure a 200 mbar
sur filtre GF/F grillés (8h a 450°C), ensuite stocké au congélateur a -25°C. Les teneurs en COP et NOP
ainsi que les enrichissements de la matiére particulaire en *C et N ont été mesurés par Stéphane
I'Helguen selon la méthode décrite chapitre « Méthodologie des expériences en culture au
laboratoire» section V.3. Puis les taux de fixation de N, et de CO, ont été calculés toujours selon la
méthode présentée dans le chapitre « Méthodologie des expériences en culture au laboratoire»

section V.3.
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Figure 3.6. (A) Les incubateurs sur le pont avant du bateau avec une alimentation continue en eau de mer de
surface. (B) Rampe de filtration utilisée a bord pour la filtration de I’eau incubée.

11.3.2. Fixation de N, nocturne

En parallele des prélévements décrits ci-dessus, des prélevements de 2.3 L (excepté pour les stations
46, 60 et 91 : 4.5 L) ont été effectués dans les mémes bouteilles Niskin® (a 10m de profondeur) afin
de mesurer la fixation nocturne de N,. Les bouteilles ont été placées dans les incubateurs
immédiatement aprés le prélevement ; I'ajout de N, a été effectué a la tombée de la nuit et la
filtration au lever du jour. Chacune de ces incubations a également été réalisée en trois réplicats. La
différence entre les taux de fixation de N, mesurés sur 24h et les taux de fixation de N, nocturnes
obtenus pour un jour donné permet d’obtenir la fixation de N, de jour, attribuée aux filamenteux,

aux UCYN-A et/ou aux bactéries hétérotrophes.

11.4. Expériences en microcosmes avec ajouts d’éléments nutritifs et poussiéres

sahariennes

Au cours de ces expériences, nous avons travaillé en conditions dites « ultra-propres » afin d’éviter
toute contamination potentielle des échantillons. L’'eau de mer a été prélevée a I'aide de bouteilles
Go-Flo® (General Oceanics, Figure 3.7) spécialement adaptées aux travaux sur les métaux traces (ces
bouteilles nous ont été prétées par Géraldine Sarthou, LEMAR, IUEM, Brest). Ces bouteilles
totalement exemptes de métal et montées sur un cable en kevlar, ont été mises a I'eau fermées.
Sous l'effet de la pression, elles s’ouvrent a environ 10 m de profondeur, puis sont refermées par
I’envoi d’'un messager en téflon. Une fois remontées sur le pont, les deux extrémités des bouteilles
ont immédiatement été protégées par des sacs en plastique puis elles ont été emmenées dans le

laboratoire. L’eau de mer a ensuite été recueillie sous hotte a flux laminaire (classe 100) a I'aide d’un
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tuyau en Teflon® et toutes les manipulations décrites ci-dessous ont été effectuées sous hotte a flux

laminaire.

Le protocole expérimental utilisé lors de ces expériences d’enrichissement est décrit Figure 3.7. L'eau
de mer a été prélevée entre 13h et 17h30 TU. Des bouteilles en polycarbonate de 2.3 L ont été
remplies avec ~2L d’eau de mer puis, des ajouts de phosphates (P), de fer (Fe), d’'un mélange de
métaux (Mn, Zn, Co, Mo, Cu et Ni), seuls ou combinés, ont été effectués. De plus, nous avons réalisé
des ajouts de poussiéres sahariennes sous forme de dépot sec (1 expérience, station 5) ou de pluies
simulées (Tableau 3.1). Un traitement sans aucun ajout a servi de contréle et tous les traitements ont
été réalisés en triplicats. Une fois les ajouts effectués, le volume dans les bouteilles a été complété
avec la méme eau de mer en prenant soin de ne laisser aucune bulle d’air, puis les bouteilles ont été

fermées a I'aide de bouchons munis d’un septum.

To: Eau de mer + ajouts

Contrdle

(sans ajout) P P+Fe P+Fe+Métaux Pluie simulee

I I
E W 0
VT

T,4, Enrichissement °N, et NaH!3CO,

|

Tyg Filtration

Figure 3.7. Protocole expérimental des expériences d’incubation avec ajouts d’éléments potentiellement
limitants. Prélevement d’eau de mer a 10 m dans les bouteilles Go-Flo® (photo) et ajout de P (phosphates),
P+Fe (phosphates + fer), P+Fe+Métaux ou poussieres sahariennes sous forme de dépoét humide (exemple
d’ajouts pour les stations 63, 78, 87 et 91).

Le fer (FeCls) et les phosphates (PO,”) et ont été ajoutés afin d’obtenir des concentrations finales
respectives de 2 nM et 435 nM (sauf a la station 91 ou une erreur dans I'ajout de phosphates a
entrainé une concentration finale de 4.3 uM) (Tableau 3.1). Un mélange de 6 métaux a été ajouté,
seul ou combiné a un ajout de P+Fe; les concentrations finales de ces métaux sont présentées
Tableau 3.11.
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Tableau 3.I. Concentrations finales en macro et micronutriments dans les microcosmes, charge particulaire des
poussieres ajoutées sous forme de dépdbt sec et quantité de pluie simulée ajoutée (dépot humide) en % du
volume des microcosmes pour chaque expérience.

Eléments nutritifs (nM) ajoutés Poussiéres atmosphériques
tation P Fe Métaux P+Fe P+Fe+Métaux d(én:):tl__sle)zc dépot humide
3 435
4 2.36
5 435 435 2
27 435 2 Méinar T 435 2 Mgt
o N
4| 43 s 2 o0 2% ol Tunise EC
63 435 435 2 435 2 Mg T 2 %-pluie Niger non EC
78 435 435 2 435 2 Mg T 2 %-pluie Niger non EC
87 435 435 2 435 2 Mg T 2 %-Niger non EC
91 * 4348 4348 2 4348 2 Mg T 2 %-Niger non EC

t Mginar - Concentrations ajoutées en métaux traces. Cf. tableau 3.11.
* Station 91 : Erreur dans I'ajout de phosphate : ajout d’une solution 10 fois plus concentrée

Tableau 3.1l. Concentrations finales dans les microcosmes des différents métaux ajoutés (Mgina)).

Métal Mn (MnCl,)  Zn (ZnSO,) Co (CoCl,) Mo (Na,Mo0O,;)  Cu (CuSO,) Ni (NiSO,)

Minal (NM) 5.0 2.0 0.5 76.8 1.0 3.0

Cing pluies (notées ‘pluie Niger’) ont été préparées a bord, le jour des expériences, a partir des
mémes poussiéres (poussieres du Niger non évapo-condensées) et selon le méme protocole que
pour la pluie artificielle utilisée dans les expériences sur culture présentées Chapitre 2, exceptée la
charge particulaire qui était ici de 100 mg.L™". La composition de ces poussiéres est présentée
Tableau 3.111. La pluie, aprés filtration (0.2 um), a été ajoutée dans les bouteilles a raison de 2 % (soit
45 mL dans 2.3L d’eau de mer, Tableau 3.I). Un traitement supplémentaire a été réalisé a la station
54 avec une pluie (notée ‘pluie Tunisie’) simulée a partir d’une fraction fine (< 20 um) de poussiéres
évapo-condensées collectées en Tunisie (voir détail dans Guieu et al. 2010; Ridame et al. 2013,
Desboeufs et al. 2014) (Tableau 3.1 et 3.lll). Le processus d’évapo-condensation met en jeu
I'utilisation de HNO; (Desboeufs et al. 2001; Guieu et al. 2010) ce qui entraine une augmentation du
contenu en N des poussieres. Ainsi les poussiéres de Tunisie contiennent 1.19 + 0.05 % de N (Guieu
et al. 2010; Ridame et al. 2013). Par comparaison, les poussiéres non évapo-condensées du Niger ne

contiennent que 0.22 + 0.01 % de N (Ridame, comm. pers).
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Tableau 3.1ll. Composition chimique des fractions fines (< 20 um) de sols utilisées ici (Niger, non évapo-
condensées (non-EC) et Tunisie évapo-condensée (EC)). Les valeurs en noir sont données en % et les valeurs en
gris en ppm (1 ppm = 0.0001 %).

Elément N % P% Fe % Mn % Co ppm Cu ppm Mo ppm
Poussieres 0.22 (0.01) 0.03 3.1 0.06 13.5 5.4
. . n
Niger - non EC (0.01)° (0.2)®  (0.01)° (1.7)° (0.9)°
Poussieres d 0.045 231 0.035 . 15.5 0.7
o 1.19 (0.05) § § . 8.4(3.0) . .
Tunisie - EC (0.015) (0.04)"  (0.005) (2.7) (0.2)

nd. Non déterminé “Ridame (comm. pers.) ®Paris et al. (2011) “Desboeufs (comm. pers.) Ridame et al. (2013)
*Desboeufs et al.(2014)

Dans chaque pluie filtrée (0.2 um), des triplicats de 30 mL ont été prélevés dans des flacons en HDPE
puis acidifiés avec 300 pL de HNO; suprapur® pour I'analyse des éléments traces par ICP-AES (Perkin
Elmer® optima 3000 XL), en collaboration avec Karine Desboeufs (LISA). Les concentrations finales en
métaux dissous dans les pluies et dans les microcosmes suite a I'ajout de pluie seront donc
présentées respectivement dans les sections VI.1.1 et VI.1.3. De plus, 25 mL ont été prélevés et
conditionnés dans des flacons en verre en présence de thymol (afin d’éviter un éventuel
développement bactérien) pour la détermination des concentrations des ions nitrates et oxalates
dans la pluie par analyse en chromatographie ionique (850 Professional IC1, Metrohm®, Karine

Desboeufs, LISA) selon un protocole décrit dans Paris (2011).

A la station 5, les poussiéres non évapo-condensées du Niger ont directement été ajoutées dans les
microcosmes a une concentration finale de 2.36 mg.L™ afin de simuler un dépot sec (Tableau 3.1).
Cette concentration finale dans les microcosmes est équivalente aux concentrations théoriques de
poussiéres dans les microcosmes suite a I'ajout des pluies artificielles (45 mL de pluie dans 2.3L), si
celles-ci n"avaient pas été filtrées (soit ~2 mg.L™). Un tel ajout correspond a un enrichissement en
poussiéres causé par un fort événement saharien, de 20 g.m?, mélangé de maniére homogene dans
une couche d’eau de 10 m (cette charge particulaire a également été utilisée dans les expériences de
Mills et al. 2004 et Marafién et al. 2010). Des observations et des travaux de modélisation ont
montré des taux de dépdt de poussieres de 10 & 50 mg.m™ dans I’Atlantique tropical et subtropical
Nord-Est, a I’échelle de I'événement (Neuer et al. 2004; Mahowald et al. 2005). Ces événements
peuvent donc causer, sur 10 m de profondeur, un enrichissement similaire aux dépdts de poussieres

gue nous avons simulés.
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Une fois les ajouts réalisés et le volume complété a 2.3 L, les bouteilles ont été placées dans les
incubateurs sur le pont et les enrichissements en *C (1 ml) et N, (2.5ml) ont été effectués au bout
de 24 h d’incubation. 24 h aprés ces enrichissements en C et N, soit au bout de 48 h
d’incubation, I'eau de mer a été intégralement filtrée a une pression inférieure a 200 mbar sur filtre
GF/F grillés (8h a 450°C), ensuite stocké au congélateur a -25°C. Puis les taux de fixation de N, et de

CO, ont été déterminés comme décrit ci-dessus (section 11.3.1).

11.5. Autres parametres d’intérét

11.5.1. Paramétres hydrologiques
A chaque station des profils verticaux de température et de salinité ont été effectués sur toute la

colonne d’eau (de 0 a 1000 ou 2000 m) avec une sonde CTD Seabird® SBE 9 montée sur la rosette.

11.5.2. La Chlorophylle a
Les prélevements ont été réalisés a bord par Héloise Lavigne (LOV, UPMC) et les mesures par

Joséphine Ras (LOV, UPMC). Des échantillons (2.7 L d’eau de mer) ont été prélevés dans la couche de
surface, a 10m de profondeur, puis filtrés sur des filtres GF/F. Ces filtres ont ensuite été stockés dans
de I'azote liquide jusqu’au moment de leur analyse en laboratoire. Apres extraction dans de I'éthanol
la chla a été analysée par HPLC (High Pressure Liquid Chromatography, Agilent technologies 1100

series) selon la méthode détaillée dans Ras et al. (2008).

11.5.3. Les éléments nutritifs majeurs
Des échantillons d’eau de mer (60 mL) ont été prélevés sur toute la colonne d’eau dans des flacons

en polypropylene préalablement lavés a I'HCI dilué (1N) et rincés 3 fois a I'eau de mer, puis
immédiatement congelés a -25°C. Les analyses ont été réalisées par Mireille Pujo-Pay au LOMIC
(Observatoire Océanologique de Banyuls, UPMC ) par colorimétrie selon Aminot et Kérouel (2007) a
I'aide d’un autoanalyseur Seal-Bran & Luebbe AA3 HR. Les limites de détection sont de 0.02 uM pour

les nitrates + nitrites (notés NOx), 0.01 uM pour les phosphates et 0.05 uM pour les silicates.

11.5.4. Les métaux dissous
Des échantillons d’eau de mer ont été prélevés et filtrés (< 0.2 um) en conditions ultra-propres a
toutes les stations ol ont été réalisées les expériences en microcosmes. Ces échantillons, acidifiés a 1

% (HCI suprapur®), ont été stockés au laboratoire en vue de la mesure des concentrations en dMn,
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dCo, dFe, dNi, dCu et dZn par ICP-MS (spectrométrie de masse avec source Plasma a couplage
inductif) avec pré-concentration a I'aide d’une résine Nobias-chelate PA1 (Biller et Bruland 2012). Au

jour de la publication de cette thése, ces mesures n’ont pas encore été effectuées.

11.6. Traitement statistique

Une fois 'homoscedasticité validée a I'aide d’un test de Bartlett, il a été réalisé une ANOVA a un
facteur suivie d’'un test de Fisher pour la comparaison deux a deux (a=0.05). Lorsque
I’'homoscedasticité n’a pas été validée, elle a été vérifiée pour les valeurs transformées en logarithme
et les ANOVA ont été réalisées a partir de ces valeurs transformées. Tous ces tests statistiques ont
été réalisés a l'aide du logiciel XLstat®. Afin de tester la corrélation significative entre deux
parametres, apres avoir vérifié la normalité des deux échantillons, nous avons effectué un test sur le
coefficient de corrélation de Pearson. Si la normalité n’a pas été significative (a = 0.05) pour au moins
un des échantillons, nous avons alors effectué un test sur le coefficient de corrélation de Spearman

(non paramétrique). Ces tests ont été réalisés avec le logiciel R (R core team 2013).
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Ill. Caractéristiques hydrologiques et biogéochimiques

Durant toute la campagne, la colonne d’eau était stratifiée, avec une profondeur de couche de

mélange inférieure a 50 m, si I'on se base sur le fort gradient des anomalies potentielles de densité

(Figure 3.8).
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Figure 3.8. Anomalies potentielles de densité (kg.m™) des 300 premiers métres de la colonne d’eau en fonction
des numéros des stations CTD échantillonnées durant la campagne STRASSE. Pour le site d’intérét, cette figure
représente ainsi la variabilité temporelle et non spatiale de ce parameétre.

Un fort gradient de salinité est-ouest a été observé, avec des salinités maximales (37.75) au niveau
du NASTG, représentant le site d’intérét de la campagne (Figure 3.9A). De méme, un gradient de
température de surface a été observé depuis les Canaries ou les Agores vers le site d’intérét, avec des
températures augmentant de ~22.7 °C a proximité des iles jusqu’a des températures homogenes

comprises entre 26.5°C et 27.6°C sur tout le site d’intérét (Figure 3.9B).
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Figure 3.9. (A) Salinité et (B) température de surface (SSS et SST). Les points noirs représentent la localisation
des stations CTD. Sur les figures sont indiqués les n° des stations des transects aller (2 a 6) et retour (91 a 94),
ainsi que la position du site d’intérét de la campagne, au niveau du gyre sur-salé de I'Atlantique subtropical
Nord.

En surface (10 m), les concentrations en phosphates, NOx et silicates sont faibles a toutes les stations
échantillonnées (< 0.10 uM pour les phosphates, < 0.11 puM pour les NOx et < 0.80 uM pour les
silicates) (Tableau 3.IV) et sur toute la profondeur de la SML (~50 m de profondeur, données non
présentées ici). La valeur maximale du rapport NOx/phosphates est de 4, soit inférieure au rapport
de Redfield de 16/1 (Redfield 1958). Ces faibles concentrations en nutriments, typiques des zones
LNLC, sont en accord avec les faibles concentrations en chla en surface (10m) mesurées durant toute
la campagne, comprises entre 21.9 ng.L™ et 85.4 ng.L™* (Tableau 3.IV). Les valeurs de concentrations
en nutriments correspondent aux données précédemment publiées pour cette zone (Mather et al.
2008; Fernandez et al. 2012; Agawin et al. 2013; Benavides et al. 2013b; 2013c; Schlosser et al. 2014)
et les concentrations en chla sont plus faibles que celles précédemment mesurées en surface pour
une région correspondant au transect aller (de 190 & 770 ng.L™ en hiver (Agawin et al. 2013) et de
150 a 200 ng.L™ en automne (Fernandez et al. 2012)). Enfin, les rapports C/N mesurés dans la
matiére organique particulaire sont compris entre 7.6 et 10.7 mol.mol™ (~8.5 + 1.1 mol.mol™ en
moyenne ; données non présentées), ce qui est légérement supérieur au rapport de Redfield

(106/16, Redfield, 1958).
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Tableau 3.1V. Caractéristiques hydrologiques et biogéochimiques des eaux de surface (10m). Les valeurs indiquées en italique correspondent a des mesures effectuées entre 4 et 5 m

de profondeur.

N° Coordonnées SST SSS PO43' NOx NOx/PO43' H,Si0, Chla PP N, Fix Ajouts
Station (°c) (psu) UM uM mol.mol™ UM ng.L” mgC.m>j*! nmolIN.L"j*

5 2 27.60°N—-16.02° O 22.6 36.69 0.08 0.03 0.4 0.5 101.8 nd nd

]

)

[S)

@

[72]

[

o

= 6 26.65° N—-31.00° O 26.5 37.54 0.02 0.04 1.56 0.7 21.9 2.35(0.95) 0.20 (0.09)
7 26.50° N—35.00° O 27.2 37.55 0.03 0.02 0.76 0.7 47 2.56 (0.82) 0.65 (0.15)
12 26.00° N—36.00° O 27.3 37.63 0.01 <LD -- 0.6 68.8 4.02 (0.98) 0.36 (0.18)
17 25.98°N—-35.70° O 27.5 37.71 <LD 0.11 -- 0.4 47 2.43 (1.04) 0.27 (0.16)
22 26.23° N—-35.38°0 27.3 37.56 0.02 <LD 0.89 0.6 36.9 1.70(0.29) 0.13 (0.04)
34 26.20° N—35.00° O 26.9 37.55 0.10 0.05 0.51 0.6 31.8 2.25(0.51) 0.38(0.21)
46 26.07° N—-35.43°0 26.9 37.62 0.03 0.11 3.29 0.4 49.2 nd 0.31(0.18)

50 26.10°N-35.40°0 26.9 37.66 0.05 0.04 0.67 0.8

57 26.02°N-35.48°0 26.9 37.65 nd nd nd nd
60 25.77°N-35.77°0 27.5 37.75 nd nd nd nd

67 25.48°N-35.77°0 27.3 37.72 0.04 <LD - 0.6
70 25.70°N-35.82°0 27.2 37.52 0.04 0.09 2.29 0.5
74 25.53°N-35.65°0 27.3 37.65 0.01 0.05 3.86 0.6

25.88°N-35.67° 0 27.3 37.74 0.02 <LD - 0.6

32.07°N-30.60° O 26.3 37.03 0.03 <LD - 0.5
35.08°N —28.00° O 24.7 36.53 0.02 <LD - 0.4
<LD : inférieures a la limite de détection (PO, : 0.01 UM, NO, + NO3 :0.02 uM et H,SIO, : 0.05 uM)
nd : non déterminé

Transect
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48.1 1.83 (0.74)

70.9 1.17 (0.27)

0.12 (0.00)

0.49 (0.13)

Site d’intérét

nd 1.80 (0.45) 0.34 (0.05)
67.2 1.80 (0.26) 0.52 (0.37)

nd 1.44 (0.25) nd

nd 3.82(0.53) 0.66 (0.23)

43.7 2.06 (0.13)

nd 1.65 (0.26)
65.7 nd

0.28 (0.15)

0.21 (0.08)
0.34 (0.09)
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IV. Distribution de surface de la production primaire et de la fixation de N, - implications
biogéochimiques

IV.1. Distribution spatiale de la fixation de N, et de la production primaire

Il a été observé une faible production primaire durant toute la campagne STRASSE (de 1.17 £ 0.27 a
6.23 + 0.80 mgC.m>j*, Tableau 3.IV, Figure 3.10A), ce qui est caractéristique des régions
oligotrophes que sont les grands gyres subtropicaux (Moore et al. 2008; Morel et al. 2010). Au vu des
rapports NOx/phosphates inférieurs a 4, la production primaire est potentiellement limitée par le N
en surface a toutes les stations. Les taux de fixation de N, sont également faibles (de 0.12 a 1.11
nmolN.L™.j", Figure 3.10B), ce qui est en accord avec les faibles taux précédemment mesurés dans
cette zone en surface selon la méme technique de mesure (ajout de N, gazeux) (< 1 nmoIN.L™.j en
automne ou au printemps (Moore et al. 2009; Fernandez et al. 2010). Agawin et al. (2013) ont
effectué des mesures en surface, selon la méthode de réduction de I'acétyléne, pour une région
correspondant au transect aller et ont mis en évidence des taux de fixation de N, plus faibles en été
(0.62.10 nmoINL™.j") mais équivalents en hiver (0.02 & 1.88 nmoINL™.j") & ceux mesurés durant la

campagne STRASSE.

(a) Production primaire mgC.m-2.j! (8) Fixation de N, nmolN.LLj2
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Figure 3.10. (A) Production primaire (en mgC.m'a.j’l) et (B) fixation de N, (en nmolIN.L"j™"). Le site d’intérét de la
campagne, au centre du NASTG, est entouré en noir.

Les valeurs maximales de production primaire (6.23 + 0.80 mgC.m™.j") et de fixation de N, (1.11 +
0.18 nmolIN.L™.j") ont été observées a la station la plus proche des Canaries, 1a ou la concentration

en chla était maximale (85.4 ng.L™) et ce malgré des concentrations en NOx et phosphates proches
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des limites de détection (Tableau 3.1V). Les plus fortes concentrations en phosphates observées a la
station 2, plus proche des Canaries (0.08 uM, Tableau 3.1V), peuvent expliquer cette tendance. La
production primaire et les taux de fixation de N, plus élevés a la station 3 pourraient étre liés a un
apport en phosphates en provenance du plateau des Canaries (Figure 3.1), advectés via le courant
des Canaries, comme précédemment observé par Johnson et al. (2006). Au moment de
I’échantillonnage, ces phosphates auraient alors été consommeés par les producteurs primaires et/ou
les cyanobactéries diazotrophes. Il a ensuite été observé une diminution de la concentration en
Chla, de la production primaire et de la fixation de N, entre la station 3 et le site d’intérét, avec de
faibles concentrations en phosphates relativement constantes sur tout le transect et des
concentrations en NOx trés faibles ou indétectables et constantes également (Tableau 3.IV). Une
diminution de la fixation de N, d’est en ouest pour cette région a déja été observée au printemps par

Mourifio-Carballido et al. (2011).

L'exploration a fine échelle du cceur du NASTG nous a permis de mettre en évidence des variations
de l'activité phytoplanctonique a subméso-échelle (Figure 3.11). Bien qu’il n’ait pas été observé de
différences en termes de concentrations en nutriments en surface (phosphates, NOx et silicates,
Tableau 3.1V), des variations de concentrations de chla et de production primaire a 10m ont été
relevées, avec de plus fortes valeurs a Z3 (Figure 3.11 A-B) et des taux de fixation de N, plus forts ont

été observés aux Z2 et Z3 (Figure 3.11 B-C).
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Figure 3.11. (A) Concentrations en chla (ng.L"l), (B) production primaire (en mgC.m'3.j'1) et (C) fixation de N, (en
nmoIN.L"l.j'l) en surface (10 m de profondeur) pour le site d’intérét. Les quatre zones d’intérét de la campagne
(21, 22, Z3 et Z4) sont indiquées.

Les différences observées en Z3 peuvent étre reliées a la circulation de surface a subméso-échelle,
mise en évidence par les différences de SSS. Entre Z2 et Z3, des différences non négligeables de SSS
ont été observées (Figure 3.12). Les données d’altimétrie obtenues durant la campagne ont permis
de voir que, au moment du déplacement du bateau de la Z2 vers la Z3, les eaux moins salées formant
un tourbillon anticyclonique au sud-ouest de la zone au moment de I’échantillonnage de Z2 (Figure
3.12A) se sont décalées vers I'est avec une advection d’eaux provenant du sud, expliquant les plus
faibles SSS en Z3 (Figure 3.12B). Ce déplacement n’est pas visible sur les reconstructions effectuées a
partir de données satellites (ex: satellite MODIS, projet AQUARIUS, NASA®) car il s’agit d’'une

structure trés dynamique (G. Reverdin comm. pers.).
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(A) < 03-Sept. (B) > 03-Sept.
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Figure 3.12. Salinité des eaux de surface dans la zone d’intérét de la campagne STRASSE. (A) avant le 3
Septembre 2012, durant I’échantillonnage de la zone 2 (Z2) et (B) a partir du 3 septembre 2012 au soir, durant
I’échantillonnage de la zone 3 (Z3). Les fleches grises indiquent le tourbillon anticyclonique situé au sud-ouest
de la zone, advecté par des eaux venant du sud et décalé vers I'est (B).

Les concentrations en phosphate et NOx sont toujours trés faibles en Z3 (Tableau 3.IV) elles
n’expliquent donc pas les valeurs plus élevées en chla, production primaire et fixation de N,
observées dans cette zone. Cela étant, les eaux provenant du sud auraient pu avoir une composition
nutritive légerement différente, avec par exemple des concentrations en dFe plus élevées et ainsi

permettre une activité de fixation de CO, et de N, plus importante.
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IV.2. Fixation de N, nocturne et diurne

La mesure des taux de fixation nocturne peut permettre d’apporter une information sur la
composition de la communauté diazotrophe puisque les UCYN-B et C effectuent une fixation de N,
exclusivement nocturne contrairement aux filamenteux tel Trichodesmium spp. et aux UCYN-A,
effectuant une fixation de N, exclusivement diurne. Concernant les cyanobactéries hétérotrophes,
Church et al. (2005b) ont observé I'absence d’une périodicité nycthémérale claire dans I'expression
du geéne nifH des gamma-protéobactéries dans le Pacifique Nord. De plus, Langlois et al. (2005 et
2008) ont montré, au printemps, I'absence de bactéries hétérotrophes dans I'Atlantique subtropical
Nord-Est (pour une zone correspondant a la zone de la campagne STRASSE). Ainsi, nous pouvons
considérer la fixation de N, des bactéries hétérotrophes diazotrophes comme un « bruit de fond »
permanent qui n’influerait pas sur les variabilités jour/nuit observées. De plus ces organismes
semblent plutdt se développer a de plus grandes profondeurs (Langlois et al. 2005) sous la couche
euphotique et dans les zones de minimum d’oxygéne (Hewson et al. 2007; Bonnet et al. 2013).
Néanmoins, la fixation de N, de ces organismes reste a ce jour trés peu étudiée et I'amélioration
future de nos connaissances a ce sujet pourra permettre d’évaluer la contribution des organismes
hétérotrophes diazotrophes a la fixation globale de N, que nous négligeons aujourd’hui dans les

bilans globaux et régionaux.

Une différence nette de contribution de la fixation de N, nocturne a la fixation de N, journaliére a été
observée entre la station la plus proche des Canaries (station 3) et les autres (Figure 3.13). Cela
suggere donc un potentiel changement de I'espéce dominante au sein de la communauté
diazotrophe lorsque I'on s’éloigne de la cOte vers I'ouest. La faible contribution de la fixation de N,
nocturne (~14 % de la fixation de N, journaliére) a la station 3 indiquerait une domination d’espéces
fixant le N, de jour, telles Trichodesmium spp. et/ou les UCYN-A, avec la présence potentielle de
bactéries diazotrophes hétérotrophes. Cependant, nous n’avons pas noté visuellement la présence
de Trichodesmium spp. a la station 3. Les eaux de la station 3, plus froides (24.3° C, Figure 3.9B) et
légerement plus mélangées (Figure 3.8) pourraient étre moins propices au développement de
Trichodesmium spp. (Capone et al. 1997), dont la température optimale de croissance est de 27°C
(Breitbarth et al. 2007), ce qui conforte notre postulat Les UCYN-A en revanche ont été observées a
plusieurs reprises a de plus faibles températures que Trichodesmium spp. (Langlois et al. 2008;
Moisander et al. 2010). La fixation de N, de jour, qui représente 86 % de la fixation de N, journaliere

a la station 3 (Figure 3.13), serait donc plutot associée aux UCYN-A ou aux bactéries hétérotrophes.
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Figure 3.13. Position des stations du transect aller (stations 3 a 6) et retour (stations 91 a 93) sur fond de carte
représentant les taux de fixation de N, a 10 m de profondeur. Les diagrammes secteurs représentent les taux
de fixation en période nocturne (zone grise) et diurne (zone blanche); sur les diagrammes sont indiquées les
valeurs de ces taux en nmolIN.L™j" ainsi que leur contribution 2 la fixation de N, journaliére en %. L’étoile
rouge correspond a I'observation de Trichodesmium spp. dans les prélevements.

Un peu plus a I'ouest (station 4), la totalité de la fixation de N, est réalisée la nuit. Les UCYN-B et C
et/ou les cyanobactéries hétérotrophes domineraient alors la communauté diazotrophe a cette
station. Cela est cohérent avec le fait que les UCYN-A, photo-hétérotrophes, sont dépendantes d’une
source de C organique, leur développement serait alors limité par la plus faible production primaire a
cette station 4 (figure 3.10A). Puis, a partir de la station 5 nous avons noté visuellement la présence
de Trichodesmium spp. Cet organisme serait alors responsable, au moins en partie, de la fixation
de N, de jour, conjointement aux UCYN-A et aux bactéries hétérotrophes potentiellement
présentes. Au printemps, Langlois et al. 2008 ont observé une domination des UCYN-A avec la
présence de quelques filamenteux (comprenant les genres Trichodesmium et Katagnymene) et de

gamma-protéobactéries pour une région correspondant aux stations 4 a 6 du transect aller. La

contribution de la fixation de N, diurne a la fixation de N, journaliére augmente, a partir de la station
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5, d’est en ouest jusqu’au site d’intérét (Figure 3.13). Lors d’'une campagne effectuée en février 2007
(SST ~20°C), Agawin et al. (2013) ont relevé la présence de Trichodesmium spp. en faible abondance
(< 12 000 trichomes.m™) pour des stations correspondant aux stations 3, 4 et 5 de notre transect
aller, avec également une augmentation de I'abondance d’est en ouest (de 4 000 a 12 000
trichomes.m'3). Globalement, (Benavides et al. 2013c) ont mis en évidence, en hiver, des taux de
fixation de N, associés aux diazotrophes unicellulaires (fraction < 10 um comprenant a la fois des
cyanobactéries et des bactéries hétérotrophes) plus important dans I’Atlantique subtropical Est

relativement a I'ouest du bassin,.

Pour la station 91, située plus au nord, des taux de fixation similaires ont été mesurés pour les
périodes nocturne et diurne. Nous n’avons pas noté visuellement la présence de Trichodesmium spp.
dans ces eaux. Ainsi, la contribution journaliere pourrait étre attribuée aux UCYN-A ou aux bactéries

hétérotrophes pour cette station.

Au niveau du site d’intérét, la contribution des fixateurs de N, nocturnes a la fixation de N,
journaliere est assez importante, avec 49 + 24 % de la fixation de N, journaliére effectuée de nuit
(Figure 3.14). Nous avons observé des colonies de trichomes regroupés en «puff» et surtout en
«tuft» (~ 1 a 2 colonies.L™) a toutes les stations du site d’intérét, excepté la 12 et la 17. Cela indique
donc une contribution des cyanobactéries diazotrophes filamenteuses a la fixation de N, diurne. En
effet, les conditions de faible vent durant la campagne et les températures de surface relativement
élevées sur le site (comprises entre 26.9 et 27.5 °C) semblaient optimales pour leur développement.
Des variabilités spatiales a (sub)méso-échelle ont également été observées avec une contribution
majoritaire de la fixation diurne de N, (de 60 a 78 %) aux stations situées au nord-est du site (stations
7 et 34) et au sud (stations 67 et 74), ou les taux de fixation de N, sont les plus élevés (Figure 3.14).
Les contributions les plus fortes de la fixation de N, nocturne ont par contre été enregistrées aux
stations du centre du site (stations 17, 22, 54, 80 et 87) présentant les taux de fixation de N, les plus
faibles (Figure 3.14). Il existe ainsi une corrélation significative entre les taux de fixation de N,
journaliers et la contribution de la fixation de N, nocturne (R? = 0.50, p = 0.01). Par contre, aucune
corrélation significative entre la production primaire et la contribution des fixateurs de N, nocturne

n’a été mise en évidence (R2=0.03 p =0.27).
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Figure 3.14. Localisation des stations du site d’intérét avec les 4 zones (Z) encadrées sur fond de carte
représentant les taux de fixation de N, a 10 m de profondeur. Les diagrammes secteurs représentent les taux
de fixation de N, en période nocturne (zone grise) et diurne (zone blanche); sur les diagrammes sont indiquées
les valeurs de ces taux en nmoIN.L'l.j'1 ainsi que leur contribution a la fixation de N, journaliere. Les étoiles

rouges correspondent aux stations ou ont été observées visuellement des colonies de Trichodesmium spp. dans
les prélevements.
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IV.3. Contribution de la fixation de N, a la production primaire

Globalement, pour toutes les stations échantillonnées, il existe une corrélation faible mais
significative entre la fixation de N, et la production primaire (R*> = 0.56, p = 0.01, Figure 3.15), avec
de plus forts taux de fixation de N, aux stations ou la production primaire est la plus forte’. Dans
I'océan Atlantique tropical, de forts taux de fixation de N, associés a de forts taux de production

primaire ont été reliés a la présence de Trichodesmium spp. (Mourifio-Carballido et al. 2011).
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Figure 3.15. Relation entre la production primaire et la fixation de N, pour toutes les stations. La ligne noire
représente la régression linéaire, avec son équation et coefficient de corrélation indiqués sur le graphique.

En utilisant les rapports C/N mesurés dans la matiére particulaire organique, il a été déterminé une
contribution directe de la fixation de N, a la production primaire trés faible sur toute la zone,
comprise entre 1 et 4 %. Ces estimations se trouvent dans la gamme de celles effectuées en
Septembre dans la zone oligotrophe que constitue la mer Méditerranée (Rahav et al. 2013) et sont
plus faibles que la contribution de Trichodesmium spp. a la production primaire précédemment
observée dans I’Atlantique tropical (de 7.9 a 47 %, Carpenter et al. 2004). Dans notre étude, les
organismes diazotrophes photo-autotrophes, dont Trichodesmium spp. observé visuellement, ne
sont donc pas les producteurs primaires dominants. De plus, nous n’avons pas observé de lien entre
la présence de Trichodesmium spp. (autotrophe) et la contribution de la fixation de N, a la

production primaire et aucune corrélation (R? = 0.04, p = 0.44) entre la fixation de N, nocturne,

9 c: . . . T .

Si I'on exclue la station 3 potentiellement soumise a I'influence des nutriments en provenance du plateau des
Canaries et ou les taux de fixation de N, et la production primaire sont plus élevé, on observe aussi une
corrélation significative mais avec une p-value plus forte (p = 0.04 et R =0.28).
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pouvant étre associée aux UCYN-B et —C (autotrophes) et la contribution de la fixation de N, a la
production primaire. La faible corrélation que nous avons observée entre la production primaire et
les taux de fixation de N, (Figure 3.15) n’est donc pas uniquement due a lI'autotrophie des

organismes diazotrophes.

Il a été montré par Rahav et al. (2013) que cette corrélation positive existe aussi pour des systemes
dominés par des organismes diazotrophes hétérotrophes (UCYN-A et gamma-protéobactéries)
(Church et al. 2009; Halm et al. 2012), qui semblent étre présents dans notre région d’étude,
particulierement aux stations 3, 6, 12, 17 ou 91 ou les taux de fixation de N, diurne représentent de
28 a 86 % de la fixation de N, journaliere, mais ou Trichodesmium spp. n’a pas été observé
visuellement (section IV.2.). Ces organismes hétérotrophes requiérent une source de carbone
organique fournie par les producteurs primaires. Dans un systeme oligotrophe olu la forte
stratification permet le maintien de la matiere dissoute dans la couche de surface peu profonde, la
communauté diazotrophe serait dominée par les des organismes hétérotrophes, non limités parle N,
comme précédemment observé dans le gyre Pacifique Sud (Halm et al. 2012). Ainsi, bien que nous ne
disposions pas d’assez d’éléments pour déterminer la composition exacte de la communauté
diazotrophe ni I'espéce diazotrophe dominante dans notre étude, nous pouvons poser I’hypothése
que la corrélation entre la production primaire et la fixation de N, est, au moins en partie, le reflet
de [l'utilisation, par les organismes diazotrophes hétérotrophes, du DOC produit par les

producteurs primaires.

IV.5. Contribution de la fixation de N, a la production nouvelle

Nous avons estimé la production nouvelle a partir d’un f-ratio, qui correspond au rapport entre la
production nouvelle et la production primaire, égal a 0.1 pour le NASTG (Varela et al. 2005) et pour la
région est de I'Atlantique subtropical Nord (Benavides et al. 2013b). A partir de ces valeurs de
production nouvelle et des rapports élémentaires C/N dans la matiére organique particulaire, nous
avons estimé la contribution directe de la fixation nette de N, (mesurée ici) a la production nouvelle.
Cette contribution varie de 7 a 41 %, (17 £+ 8 % en moyenne pour toute la campagne). Ces valeurs
sont largement plus élevées que la contribution mesurée par Benavides et al. (2013b) en été (< 1 %)
au Nord-Est des fles Canaries, oU la production nouvelle est plus élevée (~2.02 mgC.m>.h™). En
mesurant a la fois la fixation de N, nette et brute au nord des fles Canaries, Benavides et al. (2011)
ont estimé que 60 % de la fixation brute de N, est libérée sous forme de N dissous. A partir de cette

estimation, nous avons calculé que le N libéré contribue a alimenter de 10 a 61 % de la production
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nouvelle (25 + 13 % en moyenne pour toute la campagne). Cette contribution déterminée en
condition de forte stratification (Figure 3.8) est considérablement plus élevée que celle déterminée
par Mourifio-Carballido et al. (2011) (2 + 2 %) pour la méme région, mais au printemps, avec des
eaux plus mélangées. Nous avons ainsi mis en évidence une contribution considérable de la fixation
de N, a la production nouvelle dans les eaux peu productives et trés stratifiées de I’Atlantique

subtropical Nord-Est.
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V. Elément limitant la production primaire et la fixation de N,

V.1. Transect aller et retour

V.1.1. Transect aller : des Canaries au centre du NASTG

Aux stations 3, 4 et 5 la production primaire et la fixation de N, sont toutes deux significativement
stimulées par I'ajout de phosphates (facteur 1.5 a 3.9), avec des réponses plus marquées de la
fixation de N, par rapport a la production primaire aux stations 3 et 4 (Figure 3.16). Dans cette région
de I’Atlantique subtropical Nord-Est, la production primaire et la fixation de N, sont donc limitées
par les phosphates et il y a probablement compétition entre les photo-autotrophes diazotrophes et
non diazotrophes pour les ressources phosphatées. Il a été observé une évolution spatiale de
I'intensité des réponses de la production primaire et dans une moindre mesure de la fixation de N,,
avec un accroissement du facteur d’augmentation d’est en ouest, des Canaries vers le NASTG (Figure
3.16) et ce malgré des concentrations en phosphates (silicates et NOx) homogeénes pour ces 3
stations (Tableau 3.IV). A la station 2 (plus proche des fles Canaries) les concentrations en phosphates
étaient par contre légerement plus élevées (0.08 uM) que sur le reste du transect (entre 0.02 et 0.05
UM) (Tableau 3.1V). Le gradient observé dans la stimulation de la production primaire suite a I'ajout
de phosphates entre les fles Canaries et le NASTG (Figure 3.16) pourrait alors étre la conséquence
d’une limitation en phosphates qui s’accroit d’est en ouest, du fait d’'un apport en phosphates en

provenance du plateau des Canaries.
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Figure 3.16. Production primaire (PP) et fixation de N, (N, fix) moyennes dans les microcosmes contréle (C) et
48 h apres ajout de phosphates (P) ou de poussiéres du Niger sous forme de dépot sec (DS-Niger) pour les
stations du transect aller (stations 3, 4 et 5) des fles Canaries vers le gyre subtropical de I’Atlantique nord
(NASTG). Différentes lettres indiquent des valeurs significativement différentes (p < 0.05). Le facteur
d’augmentation est indiqué sur les graphiques.

En supposant un rapport molaire C/P de 106/1 (Redfield 1958), I'apport en P nécessaire pour
soutenir I'augmentation observée de la production primaire dans le traitement avec ajout de
phosphates est compris entre 1.4 nM (station 4) et de 3.4 nM (station 5). De méme, en supposant un
rapport N/P de 16/1 chez les organismes diazotrophes, I'apport en P nécessaire pour expliquer
I"augmentation de fixation de N, dans le traitement avec ajout de phosphates varie de 0.03 nM
(station 4) a 0.09 nM (station 3). Ainsi les 435 nM de phosphates ajoutés n’ont pas été consommés
intégralement, ce qui n’est pas surprenant au vu des faibles concentrations de NOx (< 0.04 nM,
Tableau 3.1V). L’ajout de phosphates a ainsi probablement pu conduire le systeme vers une
production primaire limitée par le N. Concernant la fixation de N, nous ne disposons pas d’éléments

permettant de déterminer le facteur devenu limitant apres I'ajout de phosphates.

Les données satellites d’épaisseur optique d’aérosols mettent en évidence un évenement saharien
ayant eu lieu quelques jours avant la campagne (Figure 3.17). La présence de nuages (zones grises sur
la Figure 3.17) peut indiquer un dépo6t humide de ces poussieres sahariennes. Du fait de leur contenu

élevé en fer (e.g. Jickells et al. 2005) cet apport aurait pu conduire a des concentrations de surface en
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dFe permettant de soutenir la croissance des diazotrophes lors de notre ajout artificiel de

phosphates.

13/08/2012

e -

Figure 3.17. Images satellite (MSG/SEVIRI) de I'épaisseur optique des aérosols (sans dimension) entre les 10 et
15 aolt 2012, au-dessus de la zone de la campagne STRASSE représentée par le tracé noir sur les cartes. Les
zones grises correspondent a la présence de nuages. Source : http://www.icare.univ-lillel.fr/browse/ consulté
le 20-01-2014.

V.1.2. Transect retour : du centre du NASTG aux Agores

A la station du transect retour (station 91) la production primaire n’a pas été stimulée lors d’un ajout
de phosphates seuls mais elle a augmenté de 1.5 a 2.2 fois lors d’ajouts de phosphates combinés a
du fer ou a du fer et d’autres métaux traces (Figure 3.18). Cela pourrait traduire soit une limitation de
la production primaire par le fer, soit une co-limitation fer-phosphates. L’ajout de phosphates seuls
ou combinés a du fer et d’autres métaux traces a permis une légere stimulation de la fixation de N,
(~1.7 fois, Figure 3.18). L'observation de taux de fixation de N, significativement identiques lors de
I'ajout de fer et de métaux traces combinés aux phosphates peut indiquer I'absence d’une
potentielle limitation par un métal trace (Fe ou autre) induite par I'ajout de phosphates. Mais cela
peut également étre le reflet d’'une compétition pour le fer entre les organismes phytoplanctoniques

non-diazotrophes et diazotrophes. En effet, la production primaire semble limitée ou co-limitée par
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le fer a cette station. Les besoins en fer des diazotrophes étant plus élevés (Kustka et al. 2003b), ces
derniers auraient été désavantagés et n’auraient pas bénéficié de I'ajout de fer une fois la limitation

de la fixation de N, par les phosphates levée.
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Figure 3.18. Production primaire (PP) et fixation de N, (N, fix) moyennes dans les microcosmes sans ajout (C) et
48h aprés ajout de nutriments inorganiques (P: phosphates, Fe : fer, M : mélange de métaux) ou de pluie
saharienne (poussiéres du Niger) pour la station 91. Différentes lettres indiquent des valeurs significativement
différentes (p < 0.05).

V.2. Des réponses contrastées au coeur du NASTG

Les expériences d’incubation avec ajouts d’éléments nutritifs menées dans la zone d’intérét au

cceur du NASTG ont montré des réponses contrastées a subméso-échelle.

V.2.1. Zones 1 et 4

La limitation en phosphates de la production primaire a été mise en évidence pour les stations 27,
54 et 87 des zones 1 et 4 situées au nord du front salé. En effet, a ces stations, I'ajout de phosphates
seuls ou combinés aux fer et/ou métaux traces a stimulé la production primaire de 1.6 a 4.0 fois
(Figure 3.19). A la station 27 (Z1), un ajout de fer seul a également stimulé la production primaire de
maniere équivalente a I'ajout de phosphates. Ceci pourrait étre la conséquence d’une réponse
d’especes phytoplanctoniques différentes pour chacun des enrichissements, mais qui n’est pas
discriminée par la mesure de production primaire globale effectuée ici. A cette méme station, I'ajout
d’autres métaux seuls n’a par contre eu aucune influence sur la production primaire (Figure 3.19).

Aux stations 27 et 87, I'ajout de métaux traces en plus des phosphates n’a pas permis une
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stimulation plus importante du processus. Il en est de méme pour les ajouts de fer en plus des
phosphates aux stations 54 et 87. Il ne semble donc pas y avoir de limitation de la production
primaire par les métaux traces dans les zones 1 et 4 et pas de limitation par le fer aux stations 54 et

87.

La réponse en termes de fixation de N, lors de I’ajout de phosphates seuls aux stations 27 et 87
montre une limitation de ce processus par les phosphates. A la station 27, de méme que pour la
production primaire, il a été observé une stimulation de la fixation de N, lors d’un ajout de fer seul et
aucune augmentation lors d’un ajout de métaux seuls (Figure 3.19). La stimulation d’organismes
diazotrophes différents, ayant des besoins et des stratégies d’acquisition différentes au regard du
Fe et des phosphates pourrait expliquer cette réponse observée. Nous n’avons aucune information
concernant la composition de la communauté diazotrophe a cette station car nous n’avons pas
effectué de mesures de fixation de N, nocturne. Néanmoins, la contribution relativement importante
des fixateurs de N, nocturnes dans toute la zone (Figure 3.14) et I'observation visuelle de
Trichodesmium spp. a cette station 27 (~1 colonie par L sous forme de « tuft ») montrent la présence
de différents types d’organismes diazotrophes et ainsi appuient I'hypothése d’une réponse
spécifique selon le type d’organisme considéré. Pour la station 54 en revanche, la fixation de N, n’est
ni contrélée par la disponibilité en phosphates, ni par celle du fer, I'ajout de ces nutriments n’ayant
entrainé aucune réponse (Figure 3.19). La proximité avec la station 27 conduit alors a s’interroger sur
une variabilité a subméso-échelle des facteurs de controle de la fixation de N, pouvant étre due a
une variation de la composition de la communauté diazotrophe entre les stations. Enfin, a la station
87 (Z4), I'ajout de métaux combinés aux phosphates et au fer a mené a une augmentation
significativement plus forte de la fixation de N, que celle observée apres les ajouts de phosphates et
de phosphates + fer. La stimulation de la fixation de N, par I’ajout de phosphate aurait conduit le
systéme vers une limitation de la fixation de N, par un ou plusieurs métaux traces autres que le fer.
Cela n’est par contre pas le cas a la station 27 ou I'apport de métaux associés au fer au aux

phosphates a conduit a une réponse similaire a I'apport de phosphates seuls.
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Figure 3.19. Production primaire (PP) et fixation de N, (N, fix) moyennes dans les microcosmes sans ajout (C) et 48h aprés ajout de nutriments inorganiques (P : phosphates Fe : dFe,
M : mélange de métaux) ou de pluie saharienne pour les 4 zones du site d’intérét (stations 27, 54, 63, 78 et 87) ; les différentes stations sont situées sur une carte présentant la
production primaire a 10 m de profondeur (en mgC.m'a.j"l). Différentes lettres indiquent des valeurs significativement différentes (p < 0.05).
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V.2.2. Zones 2 et 3

Les facteurs de contréle de la production primaire aux stations des Z2 (station 63) et Z3 (station
78), situées au sud du front salé sont différents. A la station 63 la production primaire a été
stimulée de la méme facon (~2 fois) suite a I'ajout de phosphates seuls ou combinés avec du fer
ou du fer et des métaux traces (Figure 3.19). C’est donc la disponibilité en phosphates qui limite
la production primaire a la station 63. En revanche, pour la station 78 (Z3) correspondant aux
eaux advectés du sud (Figure 3.12) et présentant une productivité plus élevée (Figure 3.11B),
I'ajout de phosphates seuls n’a pas permis de stimuler la production primaire alors que I'ajout
combiné de phosphates et de fer a entrainé une intensification d’1.7 fois. Ces réponses
suggerent soit une limitation par le fer, soit une co-limitation fer-phosphates pour la station
78. Enfin, il n’y a pas eu d’influence des métaux traces autres que le fer sur la production

primaire a cette station (Figure 3.19).

Les limitations nutritives de la fixation de N, aux stations 63 et 78 sont en premier lieu les
mémes que celles de la production primaire (limitation en phosphates pour la station 63 et
phosphates ou co-limitation fer phosphates pour la station 78). Par contre, a la station 63, la
levée de la limitation en phosphates lors de I'ajout de phosphates a conduit au méme
phénomeéne que celui observé a la station 87 (Z4), a savoir I'apparition d’une limitation par un
ou plusieurs métaux traces (Figure 3.19). Concernant les taux de fixation de N, significativement
identiques a ceux du traitement contréle lors de I'ajout de phosphates + fer + métaux traces a la
station 78, I'explication la plus probable serait un oubli ou une erreur lors de I'ajout de

phosphates dans ces traitements.

Ces variabilités spatiales du facteur limitant de la production primaire ou de la fixation de N,
peuvent étre le reflet de communautés phytoplanctoniques ou de concentrations en
micronutriments différentes entre les eaux du sud et du tourbillon présent au sud-ouest du site
(station 78) et dans les eaux du filament salé (station 63). En effet, la dynamique de ce type de
circulation de surface a méso-échelle génére une hétérogénéité des concentrations en
nutriments et peut ainsi jouer un role important dans la distribution des organismes

phytoplanctoniques (Levy et Martin 2013).
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VI. Impact des apports atmosphériques désertiques sur la production primaire et la
fixation de N,

VI.1. Composition des pluies simulées et apports résultants en macro et

micronutriments dans les microcosmes

VI.1.1. Composition chimique des pluies simulées

Les concentrations dissoutes en cobalt (Co), cuivre (Cu), molybdéne (Mo) et nickel (Ni) sont
indétectables dans les pluies filtrées, quelle que soit les fractions fines de sols utilisées pour leur
préparation (Niger non évapo-condensées ou Tunisie évapo-condensées). La composition des
pluies préparées a partir de la fraction fine de sols du Niger (charge particulaire de 100 mg.L™)
est trés reproductible entre les 5 expériences réalisées durant la campagne (Tableau 3.V). Le
pourcentage de dissolution des éléments contenus dans les poussieres a été calculé pour
chacune des pluies selon les équations 2.2 et 2.3 du chapitre 2. Le pourcentage de dissolution du
fer mesuré ici (0.03 £ 0.01 %, Tableau 3.V) est plus faible que celui obtenu pour la pluie artificielle
préparée a partir des mémes poussieres que celles utilisées dans les expériences du chapitre 2
(0.10 + 0.02 %) avec une charge particulaire de 250 mg.L™". Ceci peut &tre attribué a la faible
proportion de lumiere naturelle dans le laboratoire ou ont été préparées les pluies a bord (Shi et

al. 2012).

Tableau 3.V. Concentrations en éléments dissous (dFe, dmétaux, P et NO3) dans les pluies filtrées préparées a
partir de la fraction fine de sols du Niger non évapo-condensée (Niger - non EC) ou de la fraction fine de sols de
Tunisie évapo-condensée (Tunisie — EC). Sur les lignes bleues sont indiqués les pourcentages de dissolution de
ces éléments dans chacune des 2 pluies, calculées a partir des données du Tableau 3.1I1.

Station Pluie dFe (nM) dMn (nM) P (nM) NO; (uM) dv (nM) dZn (nM) Ox (uM)
54 Niger-nonEC | 24.7(2.8) 132.4(1.8) 37.4(7.1) <0.32 <3.6 8.7 (0.1) 0.83
63 Niger —nonEC | 19.4(1.2) 136.3(3.0) 53.2(5.0) <0.32 <36 nd 0.91
78 Niger —non EC 11.7(0.6)  114.2(2.4) 31.6(0.7) <0.32 <3.6 5.7 (0.2) 0.89
87 Niger—nonEC | 14.1(0.3) 127.9(3.7)  32.6(2.0) <0.32 <3.6 2.7(0.2) 0.98
91 Niger —nonEC | 17.4(0.8)  135.5(0.8) 38.0(2.2) <0.32 <36 nd 0.78

Moyenne pluie Niger —
16.9 (4.5) 129.2(8.6) 38.6(8.7) <0.32 <3.6 5.7 (2.6) 0.88
non EC

54 Tunisie - EC 18.6 (1.4) 12.1(0.3) 317.6(4.1) 74.11 5.2(1.5)  5.6(0.3) 4.2
% dissolution moyen

0 . . i 0.03 (0.01) 11.7 (0.6) 3.9 (0.8) <0.01 nd nd
pluies Niger non - EC
% dissolution moyen

> . . L 0.04 (0.00) 1.8(0.1) 21.1(0.3) 87.2 nd nd

pluies Tunisie - EC
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VI.1.2. ‘pluie Niger’ non évapo-condensée vs ‘pluie Tunisie’ évapo-condensée

Les deux types de fractions de sols libérent des quantités équivalentes de dFe et de dZn (Tableau
3.V). Par contre, les poussiéres évapo-condensées de Tunisie libérent une quantité de P plus
importante que les poussieres non évapo-condensées du Niger. Le pourcentage de dissolution
moyen du P des poussiéres tunisiennes est équivalent a celui précédemment mesuré par K.
Desboeufs : 27.3 + 3.7 %, pour une charge particulaire de 30 mg.L™ (Desboeufs, comm. pers.). De
grandes différences de concentrations en nitrates et oxalate sont également observées du fait de
I'utilisation de HNO; et d’oxalate dans les cycles d’évapo-condensation (Guieu et al. 2010). La
forte libération de nitrates par les poussiéres tunisiennes évapo-condensées a également été
montrée par Ridame et al. (2014). Seule la fraction fine de sols de Tunisie évapo-condensée
libére des quantités de dV quantifiables (Tableau 3.V), mais son contenu en V n’étant pas connue
nous n’avons pas pu calculer de pourcentage de dissolution pour cet élément. Enfin, les
poussieres non-évapo-condensées nigériennes représentent une source plus importante de dMn

gue les poussiéres tunisiennes évapo-condensées.

VI.1.3. Apports dans les microcosmes

Ces différences de composition entre les ‘pluies Niger’ et la ‘pluie Tunisie’ entrainent alors des
apports différents dans les microcosmes ou ont été ajoutées ces pluies (respectivement notés ‘+

pluie Niger’ et ‘+ pluie Tunisie’) (Tableau 3.VI).

Tableau 3.VI. Concentrations (en nM) en éléments dissous ajoutés dans les microcosmes via les ajouts de
pluies préparées a partir de la fraction fine de sols du Niger non évapo-condensée (Niger - non EC) ou de la
fraction fine de sols de Tunisie évapo-condensée (Tunisie — EC) et des ajouts de phosphates, fer ou du
mélange de métaux (ligne grisée). Pour les pluies Niger non EC les valeurs sont données pour chacune des
5 stations ou ont été effectués ces ajouts, puis en moyenne pour les 5 stations.

Station Pluie dFe dMn dv dzn P NO;5 Ox
54 Niger - non EC 0.48 (0.06)  2.59(0.04) <0.07* 0.17 (0.00)  0.73 (0.14) <6.3* 16.2
63 Niger — non EC 0.38(0.02) 2.67(0.06) <0.07* nd 1.04 (0.10) <6.3* 17.9
78 Niger —non EC 0.23(0.01) 2.23(0.05) <0.07* 0.11(0.00) 0.62(0.01) <6.3* 17.4
87 Niger —non EC 0.28(0.01) 2.50(0.07) <0.07* 0.05 (0.00)  0.64 (0.04) <6.3* 19.1
91 Niger — non EC 0.34(0.02)  2.65(0.02) <0.07* nd 0.74 (0.04) <6.3* 15.2
Moyenne pluie Niger —non EC 0.33(0.09) 2.53(0.17) <0.07* 0.11 (0.05) 0.75(0.17) <6.3*% (11752)
54 Tunisie —EC 0.36(0.03) 0.24(0.01) 0.12(0.02) 0.11(0.01) 6.21(0.08) 1450 82.3
Ajouts P, dFe et mélange de métaux 2 5 na 2 435 na na

*déterminées a partir des limites de détections en ICP-AES et chromatographie ionique et de I'ajout de 2 %
de pluie ans les microcosmes
na: non ajouté
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Les apports en nitrate, P et oxalate sont plus importants dans les microcosmes enrichis avec la
‘pluie Tunisie’ alors que les apports en Mn sont plus importants pour les ‘pluies Niger’. Les deux
types de pluie ont par contre apporté des quantités de dFe et de dZn similaires (Tableau 3.VI).
Enfin toutes ces concentrations sont inférieures a celles dues a I'ajout de fer, de phosphates et

de métaux.

VI.2. Impact d’un dépét sec sur la production primaire et la fixation de N,

A la station 5, I'ajout de poussiéres du Niger sous forme de dépot sec a permis de stimuler la
production primaire (x 3) et la fixation de N, (x 1.9) (Figure 3.16), ce qui confirme que les
poussiéres sahariennes sont une source de P qui peut lever la limitation en phosphates de la
production primaire et de la fixation de N,. Les poussiéres utilisées (du Niger) contenant 0.03 %
de P (Paris et al. 2011) et en admettant un pourcentage de dissolution du P de 12 % pour une
charge particulaire de 2.36 mg.L™ (valeur obtenue par Ridame et Guieu (2002) pour la dissolution
de 5 mgL™" de poussiéres avec des temps de contact entre 6 h et 1 semaine), on peut estimer
I'apport en P suite a I'ajout de poussiére a 2.74 nM. En supposant un rapport molaire C/P de
106/1 (Redfield 1958), I'apport en P nécessaire pour soutenir 'augmentation observée de la
production primaire est de 2.33 nM dans le traitement + dépot sec. De méme, en supposant un
rapport N/P de 16/1 chez les organismes diazotrophes, I"apport de P nécessaire pour expliquer
I"augmentation de la fixation de N, est de 0.013 nM. La consommation théorique de P dans les
microcosmes ‘+ dépodt sec’ est donc proche de la concentration apportée par les poussieres.
L’ajout de P via le dépot sec a ainsi levé la limitation en phosphates de la production primaire et
a probablement conduit le systeme vers une limitation en N du fait des tres faibles
concentrations ambiantes en NOx (Tableau 3.1V). Cet apport via le dépot sec a bénéficié a la fois
aux organismes phytoplanctoniques non diazotrophes et diazotrophes, en compétition vis-a-vis

de cette ressource nutritive.

VI.3. Impact d’un dépét humide sur la production primaire et la fixation de N,

Pour les stations ou nous avons mis en évidence une limitation de la production primaire par les
phosphates (54, 63 et 87, Figure 3.19), nous avons observé une stimulation de la production
primaire de la méme intensité dans les traitements ‘+ pluie Niger’ et ‘+ pluie Tunisie’ (pour la

station 54) que lors de I'ajout de 435 nM de phosphates (Figure 3.19). Les concentrations de P
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apportées par les pluies Niger (~0.75 nM) sont inférieures aux concentrations théoriquement
nécessaires a I'augmentation de la production primaire obtenues en se basant sur un rapport C/P
de 106/1 (Redfield 1958), soit entre ~1.5 et 1.8 nM de P. Néanmoins, cette valeur du rapport C/P
du phytoplancton n’est pas strictement égale a la valeur théorique de 106/1 et les observations
montrent une variation de 35/1 a 221/1 dans la matiére particulaire marine (Geider et La Roche
2002). L'observation d’'une augmentation identique de la production primaire suite aux ajouts de
pluies et de phosphates montre ainsi que les ‘pluies Niger’ ont apporté suffisamment de P pour
lever la limitation en phosphates de la production primaire, de méme que la ‘pluie Tunisie’ qui
apporte 6.21 nM de P. L'observation d’une stimulation identique dans les traitement ‘+
phosphates’ et ‘+ pluie Tunisie’ malgré la différence importante de concentration en P apportée
(Tableau 3.VI) indique que suite a I'ajout de ‘pluie Tunisie’, de la méme fagcon que dans le
traitement ‘+ phosphates’, une fois la limitation en phosphates levée un autre élément est
devenu limitant. Il pourrait s’agir du N compte tenu des faibles concentrations en NOx mesurées
a ces stations (Tableau IV). Mais cette hypothése reste discutable. En effet, la pluie Tunisie
constitue une source significative de nitrates (1.45 uM, Tableau 3.VI) et malgré cet apport en
plus de celui de P, cette pluie n’a pas induit une réponse plus marquée de la production primaire.
Un autre facteur est donc entré en jeu, mais les données dont nous disposons ne permettent pas
de conclure sur sa nature. A la station 78, ol la production primaire est limitée par le fer ou co-
limitée par le fer et les phosphates, il a été observé une stimulation de la méme intensité lors
d’ajouts de phosphates et fer combinés ou de pluie Niger (Figure 3.19). Cela indique que malgré
un apport moins important de fer via la pluie (0.23 = 0.01 nM) que lors de I'ajout artificiel (2 nM),
la pluie préparée a partir des poussieres du Niger est une source de fer biodisponible, apporté
en quantité suffisante pour lever la limitation en fer ou la co-limitation fer-phosphates de la

production primaire.

Une stimulation de la fixation de N, suite aux ajouts de ‘pluies Niger’ ou ‘pluie Tunisie’ a été
observée pour toutes les stations du centre du NASTG. Ces pluies ont donc permis de lever la
limitation en phosphate de la fixation de N, aux stations 63 et 87. De plus, la stimulation de la
fixation de N, a ces stations suivant les ajouts de pluies est significativement plus forte que celle
due aux ajouts combinés de phosphates et de métaux traces (Figure 3.19) et ce malgré des
concentrations en métaux traces apportées par la pluie plus faibles que lors des ajouts artificiels
(Tableau 3.VI). Cela suggére alors une meilleure biodisponibilité des métaux apportés par la
pluie. Ce phénomeéne peut étre attribuée a I'apport d’~17 nM d’oxalate via la pluie Niger
(Tableau 3.VI). En effet, ce composé présent naturellement dans les pluies (e.g. Hegg et al. 2002)

peut former des complexes avec le fer (voir chapitre 2) ou le Zn par exemple (Stanley et Byrne
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1990). A la station 78, de méme que pour la production primaire, I'ajout de pluie Niger a
permis de lever la limitation en fer ou la co-limitation fer-phosphates de la fixation de N,

(Figure 3.19).

La réponse observée a la station 54 uniquement lors d’un ajout de pluie simulée (Figure 3.19),
pourrait révéler la présence, dans les pluies, d’'un métal autre que le fer exercant initialement un
controle sur les taux de fixation de N,. Une autre hypothese, plus probable au vue des faibles
concentrations en phosphates, serait une co-limitation par les phosphates et un autre métal
trace. Cette réponse a un ajout de pluie simulée est la méme que celle observée en

Méditerranée centrale par Ridame et al. 2011.

L’ajout d’une pluie simulée préparée a partir de poussieres évapo-condensées (‘Pluie Tunisie’)
montre que les nitrates apportés via cette pluie (1.5 uM, Tableau 3.VI) n’inhibent pas la
fixation de N,. Cela a précédemment été observé lors d’expériences en mésocosmes en
Méditerranée (Ridame et al. 2013). Holl et Montoya (2005) ont montré que des concentrations
en nitrates a partir de 0.5 uM pouvaient réduire de 50 % la fixation de N, chez T. erythraeum en
culture, alors que Dekaezemacker et Bonnet (2011) ont mis en évidence |'absence de cette
inhibition chez C. watsonii. L'augmentation des taux de fixation de N, a la station 54 lors de
I’ajout de la pluie simulée préparée a I'aide de poussiéres évapo-condensées aurait alors stimulé
la croissance des UCYN, telle C. watsonii, et non celle des cyanobactéries diazotrophes

filamenteuses telle T. erythraeum.

VI1.4. Les métaux trace comme facteurs de contréle de la production primaire et de la

fixation de N,

Il a été montré récemment que le nickel (Ni) peut limiter la fixation de N, chez T. erythraeum (Ho
2013). L’ajout de ~2 nM de Ni via le mélange de métaux pourrait alors étre responsable de
I'augmentation des taux de fixation de N, observés a la station 87. Le zinc (Zn) a été suspecté
comme élément pouvant co-limiter la croissance phytoplanctonique dans I'Atlantique Nord-
Ouest, du fait de ses trés faibles concentrations (Wu et al. 2000; Shaked et al. 2006). En
Atlantique Nord-Est, Ellwood et Van Den Berg (2000) ont également mesuré de faibles
concentrations de surface en Zn dissous (de 0.3 a 2 nM). Ce métal est contenu dans I'anhydrase
carbonique, une enzyme impliquée dans le transport et la fixation de CO, a l'intérieur de la
cellule (Badger et Price 1994) mais également dans l'alcaline phosphatase, une enzyme

permettant I'acquisition de P organique (Sunda 2012). Le réle du Zn dans le métabolisme des
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organismes diazotrophes est a ce jour inconnu, mais la réponse obtenue a la station 87 suite a
I’apport de 2 nM de Zn via le mélange de métaux laisse a penser qu’il pourrait étre un facteur
de contréle de la fixation de N, en Atlantique subtropical Nord-Est. Les ‘pluies Niger’ utilisées
ont apporté des concentrations en manganese de 2.53 + 0.17 nM (Tableau 3.VI). Le Mn est un
métal entrant en jeu dans la composition du PSIl (Sunda, 2012), il peut donc étre suspecté
comme facteur controlant le développement du phytoplancton photo-autotrophe. Le cobalt
(Co) peut également jouer un réle important chez le phytoplancton. En effet, il entre dans la
composition de la vitamine B12 (Raux et al. 2000) nécessaire au fonctionnement de plusieurs
enzymes impliquées dans des processus métaboliques majeurs (e.g. Ludwig et Matthews 1997;
Banerjee et Ragsdale 2003; Croft et al. 2006). Récemment, Bonnet et al. (2010) ont montré que
C. watsonii est un producteur de vitamine B12 important a I'échelle des communautés
phytoplanctoniques et que cette production n’est pas inhibée en I'absence de nitrates. Cela
pourrait entrainer des besoins en Co importants chez cette UCYN et faire de ce métal un facteur
de contrble de la croissance et 'activité de la fixation océanique de N,. L’ajout de 0.5 nM de Co
via le mélange de métaux pourrait alors étre responsable de la stimulation de la fixation de N,
a la station 78. Enfin, une limitation de la fixation de N, par le molybdate (Mo), qui entre dans la
composition de la nitrogénase, est peu probable du fait de ses concentrations relativement
fortes dans I'océan (Collier 1985). A ce jour nous pouvons seulement poser des hypothéses, car

nous n’avons pas de mesures de concentrations de ces métaux dans la couche de surface.
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VIl. Conclusion

Nos résultats ont donc permis de mettre en évidence des variations (i) a méso-échelle de la
production primaire et des taux de fixation de N, entre le bord est du bassin Atlantique
subtropical Nord (iles des Canaries) et le NASTG et (ii) a subméso-échelle au sein du NASTG. Les
contributions relatives de la fixation de N, diurne et nocturne présentaient également des
variations a (sub)méso-échelle, ce qui pourrait étre le fait de changements d’organisme

dominant la communauté diazotrophe, notamment entre les Canaries et le NASTG.

Nous avons observé une tres faible contribution de la fixation de N, a la production primaire
mais mis en évidence une contribution considérable de la fixation de N, a la production nouvelle
dans cette région oligotrophe en conditions forte de stratification. De plus, nos résultats
pourraient indiquer la présence de bactéries diazotrophes hétérotrophes, ce qui n’a jamais été
rapporté pour cette région. Il serait alors intéressant de déterminer leur abondance et leur

activité.

Au vue des réponses obtenues lors des expériences en microcosmes avec enrichissement en
éléments nutritifs, les limitations de la fixation de N, et de la production primaire présentent un
schéma de répartition spatiale complexe, avec des variations a subméso-échelle. De plus, les
expériences d’ajouts de métaux traces, jamais réalisées dans cette région, ont permis de révéler
I’existence de facteurs de contréle de la fixation de N, autre que le fer et les phosphates en zone
oligotrophe. Les ajouts de pluies sahariennes et le dépot sec simulé ont entrainé une stimulation
significative de la production primaire a toutes les stations. Cela signifie que les apports
sahariens ayant lieu au niveau du NASTG permettent de lever les limitations en phosphates ou
fer de la production primaire dans cette région. Nous avons également montré l'impact
d’apports sahariens de types humide et sec sur les activités de fixation de N, dans I'océan
Atlantique subtropical nord, déja observé dans cette région mais seulement pour une station
explorée par Marafion et al. (2010). Cela permet alors de compléter les connaissances actuelles
sur le controle de la fixation de N, en zone oligotrophe soumise a des apports atmosphériques
importants. De plus cette étude a permis d’apporter de nouvelles connaissances sur le role
pouvant étre exercé par les métaux traces sur [lactivité phytoplanctonique et plus

particulierement celle des diazotrophes.
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Synthése des principaux résultats

La fixation biologique de N, est un processus présentant un intérét biogéochimique majeur dans
les cycles du C et du N. Elle joue un réle primordial dans les eaux oligotrophes au sein desquelles
elle constitue une source d’azote considérable pour le reste de la communauté
phytoplanctonique non diazotrophe. La compréhension de ce processus implique de connaitre
ses facteurs de contrdle ; or il subsiste actuellement un manque de connaissances a ce sujet. Ce
travail de these s’est donc articulé autour de cette problématique selon une approche
expérimentale (en laboratoire et sur le terrain). Le réle du fer dans le contréle de la fixation de N,
a été un sujet d’intérét pour une grande partie de cette thése puisqu’il est largement suspecté
comme élément limitant la fixation de N,. De plus, si un grand nombre d’études concernant les
limitations en fer ont été conduites pour la cyanobactérie filamenteuse Trichodesmium spp., la
limitation en fer chez les cyanobactéries diazotrophes unicellulaires (UCYN) récemment
découvertes n’avait jamais été quantifiée. Ainsi, la premiére problématique a laquelle cette

thése a apporté des éléments de réponse est :

Quelle est la réponse physiologique d’une UCYN océanique a la limitation en fer ?

Afin d’élucider cette question, I'impact de la limitation en fer sur la croissance et |'activité de
'UCYN-B C. watsonii a été quantifié pour la premiére fois (Chapitre 1) grace a des
expérimentations sur des cultures monospécifiques. Cette approche s’est avérée nécessaire
puisqu’elle permet de s’affranchir de la compétition potentielle pour la ressource avec un autre
organisme ainsi que du schéma complexe d’interactions entre plusieurs facteurs limitants. Il a
été mis en évidence un impact de la limitation en fer sur la croissance, la composition (contenus
cellulaires en C, N et chla) et les activités de fixation du N, et du CO, de C. watsonii. La réduction
du volume cellulaire a mis en lumiére une adaptation de cette UCYN a la limitation en fer avec
deux réponses distinctes en fonction du degré de limitation. (i) En condition de limitation
modérée en fer, grace a la réduction de leur taille, les cellules peuvent maintenir un taux de
croissance et des taux de fixation de N, et de CO, et des contenus en C, N et chla par unité de
volume maximums . (ii) En condition de limitation sévere en fer, cette diminution de la taille des
cellules ne semble plus possible et la réponse physiologique observée est une diminution

progressive des contenus et des taux de fixation de N, et de CO, par unité de volume,
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accompagnée de taux de croissance plus faibles. Ce chapitre de these et l'article qui lui est
associé (Jacq et al. 2014, Annexe 1) sont donc une contribution a la connaissance actuelle des
UCYN. Enfin, les résultats obtenus ont permis de mettre en évidence le fait que la cyanobactérie
diazotrophe filamenteuse T. erythraeum est moins adaptée que I'UCYN C. watsonii a des
environnements pauvres en fer. Il est donc essentiel de différencier les différents types de

diazotrophes lorsque I'on s’intéresse aux facteurs de controle de la fixation de N,.

Les poussieres sahariennes apportées a I'océan par voie atmosphérique constituent une source
majeure de fer pour les eaux de surface des régions (sub)tropicales de I'Atlantique Nord, habitat
naturel des UCYN du genre Crocosphaera (Langlois et al. 2008; Moisander et al. 2010). Une fois
I'impact de la limitation en fer sur la physiologie de C. watsonii mis en évidence, il nous est alors
paru pertinent de s’intéresser a I'impact d’un apport atmosphérique de fer sur la croissance et
I'activité d’'une UCYN limitée en fer. Cela a ainsi conduit a apporter des éléments de réponse a

cette deuxiéme problématique :

Le fer libéré par les poussiéres sahariennes est-il biodisponible pour C. watsonii et quel

impact peut-il avoir sur I’'abondance et la physiologie de cette UCYN limitée en fer ?

Afin de traiter cette question, une expérience en culture a été mise en place dans le but de
déterminer les effets de I'apport de fer dissous libéré par une pluie saharienne artificielle sur la
croissance, la taille, les activités de fixation de N, et de CO, ainsi que sur la composition (C, N et
Chla) de C. watsonii acclimatée a la limitation en fer (chapitre 2). L’originalité supplémentaire de
cette expérience a été |'utilisation dans le milieu de culture artificiel d’un ligand du fer présent
dans le milieu naturel et apporté par la pluie saharienne : I'oxalate. L’apport saharien a entrainé
une stimulation du taux de croissance et des taux de fixation de N, et de CO, de C. watsonii
limitée en fer, ce qui traduit un apport de fer biodisponible assimilable par les cellules. C.
watsonii a donc rapidement mis a profit cet apport ponctuel de fer dissous pour la réalisation des
processus métaboliques. Ces résultats contribuent a la compréhension des interactions entre le
fer atmosphérique et le réseau trophique océanique et plus particulierement les UCYN, afin de
mieux définir le controle exercé par les apports atmosphériques de fer désertique sur le

processus de fixation de N,.
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Enfin le dernier volet de cette thése a permis d’étudier les facteurs de contréle de la fixation de
N, en milieu naturel, dans une zone oligotrophe soumise a d’'importants apports atmosphériques
de poussiéres désertiques mais dans laquelle les taux de fixation de N, sont faibles. Des travaux
expérimentaux ont ainsi été menés durant la campagne STRASSE en Atlantique subtropical Nord,

dans le but de répondre a plusieurs questions :

Quelle est la variabilité spatiale de la production primaire et de la fixation de N, en

Atlantique subtropical Nord ? Quelle est la contribution de la fixation de N, a la

production nouvelle?

Quelle est la contribution de la fixation nocturne de N,a la fixation journaliére de N,

dans cette région?

Quels sont les éléments limitants la fixation de N, et la production primaire ? Quel est

I'impact d’'un dépot atmosphérique d’origine saharienne sur la production primaire et

la fixation de N,?

Les expériences en microcosmes présentées dans le chapitre 3 ont permis de mettre en évidence
un schéma de distribution spatiale de la production primaire et des taux de fixation de N,
complexe avec des variations significatives a méso-échelle. Il en ressort également une faible
contribution de la fixation de N, a la production primaire dans toute la région explorée mais une
contribution considérable de la fixation de N, a la production nouvelle dans ces eaux peu
productives et trés stratifiées. Nous avons observé une contribution variable des taux de fixation
de N, nocturnes a la fixation journaliére de N, d’est en ouest ce qui traduit un changement de
I’espéce dominante au sein de la communauté diazotrophe. Tout d’abord, nous avons mis en
évidence une diminution brusque de la contribution des organismes fixant le N, uniquement la
journée, tel Trichodesmium spp. ou les UCYN-A, suivie d’'une ré-augmentation progressive
jusgu’au au cceur du gyre subtropical de I’Atlantique Nord ou il a été observé une contribution
équivalente des taux de fixation diurnes et nocturnes (essentiellement attribués aux UCYN-B et
C). Ces expériences montrent une production primaire et une fixation de N, majoritairement
limitées par les phosphates. Les métaux traces, tels Co, Cu, Ni, Mn, Mo ou Zn sont rarement pris
en compte comme facteur de limitation de la production primaire et de la fixation de N,. Nous
avons observé, lors de certaines expériences en microcosmes, une stimulation plus importante

de la fixation de N, suite a I'ajout de ces métaux combinés a des phosphates ou lors d’'un dépot
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saharien simulé, que lors d’'un ajout de phosphates seuls. Le réle des poussieres éoliennes
désertiques sur la levée d’une potentielle limitation par un de ces métaux traces reste
actuellement un sujet novateur et tres peu étudié. De plus, nous avons mis en évidence des
variations spatiales a subméso-échelle des facteurs de contréle de la production primaire et de la
fixation de N, pouvant étre dues a une variation de la composition des communautés
phytoplanctoniques et diazotrophes. Les expériences que nous avons menées en Atlantique
subtropical Nord permettent alors d’élargir les connaissances sur les facteurs de contréle de la
fixation de N, et de les comparer a ceux limitant la production primaire. Ces résultats permettent
également d’apporter des informations sur le réle joué par les apports atmosphériques d’origine

saharienne sur cette limitation nutritive.

Perspectives

Les résultats obtenus au cours de cette thése participent a la réflexion globale sur le processus
de fixation de N, en milieu océanique et apportent des informations menant a identifier les
mécanismes responsables des interactions entre les cycles biogéochimiques du fer, de I’azote
et du carbone. Ce travail a donc conduit a de nouvelles interrogations scientifiques et certaines

guestions restent encore en suspens.

La premiere, liée a la chimie complexe du fer dans I'eau de mer n’a toujours pas bénéficié
d’explications claires a ce jour : quelle est la fraction de fer réellement biodisponible dans I'eau

de mer et est-elle différente en fonction de I'espéce phytoplanctonique considérée?

Nos résultats ont montré des différences physiologiques chez C. watsonii en milieu artificiel en
présence de plusieurs concentrations théoriques en Fe’ supérieures a la limite de solubilité de Fe’
et de ce fait supposées identiques. Cela encourage fortement a poursuivre les recherches au
sujet de la biodisponibilité du fer, mais également au niveau purement chimique afin de pouvoir
déterminer de fagon précise la solubilité du fer dans I'eau de mer dans des conditions données.
Nos résultats sont une nouvelle étape dans la perspective d’appréhender la biodisponibilité du
fer a partir d’'une réponse biologique. Concernant C. watsonii, des expériences d’assimilation a
court terme (quelques heures) nécessitant la mise en ceuvre d’un outil radioactif, le >>Fe ou le

*°Fe, permettraient de déterminer les vitesses d’absorption du fer en conditions de limitation et
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ainsi de calculer la quantité de fer utilisée par les cellules durant leur phase de croissance,

représentant la quantité de fer biodisponible dans le milieu.

Ce ne sont pas les mémes problématiques qui se posent lorsque I'on s’intéresse a un systéme
artificiel en présence d’EDTA ou naturel en présence du ‘pool’ total de matiére organique. Dans
le premier cas, la question qui ressort des résultats présentés dans le chapitre 1 pourrait étre
formulée de cette facon : La fraction Fe’ est-elle réellement la seule forme biodisponible de fer,
ou le phytoplancton est-il capable d’assimiler du fer sous forme colloidale ou particulaire ? La
connaissance des mécanismes d’acquisition du fer chez C. watsonii, encore inconnus a ce jour,
permettrait d’apporter des éléments de réponse a cette question. Une étude au niveau
moléculaire caractérisant les différents transporteurs impliqués dans les processus

d’internalisation du fer s’avere alors nécessaire.

En milieu naturel, se pose la question de la production de ligands organiques tels les
sidérophores, les porphyrines ou les polysaccharides et de I'assimilation du fer complexé a ce
type de molécules. Une expérience a été mise en place au cours de cette these afin de
déterminer et de comparer la croissance de C. watsonii en culture en présence de fer complexé a
I'un ou l'autre de ces ligands et en I'absence d’EDTA. Mais elle n’a pas pu étre menée a son
terme pour cause de difficultés dans la détermination de la fraction réellement biodisponible du
fait du manque de connaissances concernant la biodisponibilité du fer complexé a ces ligands.
Une approche intéressante serait de mesurer les taux d’assimilation du fer complexé a différents
ligands organiques naturels a I'aide d’isotopes du fer. Cependant, elle n’a pu étre réalisée au
laboratoire du fait de la nécessité actuelle d’utiliser des isotopes radioactifs (*>Fe ou *°Fe). Une
piste de travail futur serait de mettre en place des expériences présentant moins de contraintes
expérimentales en utilisant I'isotope stable du fer *’Fe dont on pourrait suivre I’évolution
temporelle des concentrations afin de déterminer la quantité de fer consommée dans le milieu
en présence ou non de certains ligands organiques. Une expérience de ce type a déja été réalisée
par Buck et al. (2010b) qui ont suivi durant 15 jours la croissance phytoplanctonique en paralléle
a I’évolution des concentrations en >’Fe complexé a différents ligands organiques ajoutés dans
des microcosmes (dans I'océan Austral) afin de mettre en évidence la biodisponibilité du fer

complexé a ces différents ligands.

Une deuxiéme perspective de travail est liée a I'amélioration de notre connaissance de I'UCYN C.
watsonii et plus particulierement du contrdle exercé par la disponibilité en fer sur cet organisme.
Les besoins en fer de C. watsonii sous différentes conditions de limitation en fer ne sont pas

quantifiés a ce jour. La détermination des contenus intracellulaires en fer et des rapports Fe/C
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fait partie du travail envisagé a la suite de cette theése dans le cadre du projet MODIF
(Développement d’un MOdele numérique du phytoplancton Dlazotrophe (Crocosphaera sp.) et
de sa limitation en Fer) auquel je participe jusqu’au 31 ao(t 2014, dans le cadre de mon contrat
actuel d’attachée temporaire d’enseignement et de recherche (ATER). Le but de ce projet est de
modéliser la réponse de C. watsonii face a la limitation en fer. Pour cela, un modele numérique
du métabolisme des UCYN sera utilisé, ce qui permettra de quantifier 'impact des conditions
environnementales, telles les concentrations en Fe, sur la croissance de ces organismes. Ce
modele, actuellement en cours de développement par Giovanni ALOISI (LOCEAN, UPMC), utilise
la « Dynamic Energy Budget Theory (DEB, Kooijman 2009)) ». Cette théorie du métabolisme
décrit I'acquisition et l'utilisation d’énergie et de nutriments et permet de simuler les taux de
croissance, la composition élémentaire et la taille des cellules en fonction d’un forgage physico-
chimique. Il peut ainsi étre appliqué aux conditions naturelles de différentes régions océaniques
pour apporter des informations nouvelles concernant le controle de la distribution des UCYN. Les
parameétres biologiques de ce modele seront contraints avec les résultats issus de mes travaux de
these montrant que la diminution de la biodisponibilité du fer induit une diminution de la

croissance ainsi que des taux de fixation de N, et CO, chez C. watsonii en culture.

Il serait intéressant de continuer I'étude des limitations en fer des espéces de cyanobactéries
diazotrophes unicellulaires nouvellement découvertes afin d’élucider les différences en termes
de biogéographie de ces organismes. Par exemple, I'isolation récente d’'une UCYN-C en océan
ouvert (Taniuchi et al. 2012) pourra permettre de comparer les réponses des UCYN-B et des
UCYN-C face a la limitation en fer. De plus, les expériences en culture réalisées a ce jour révelent
des particularités entre les différents genres de cyanobactéries diazotrophes (e.g. Trichodesmium
ou Crocosphaera) dans la réponse physiologique face a limitation en fer. Nous pouvons alors
nous demander s’il existe des différences entre les diverses souches d’'une méme espece, telle
les diverses souches de C. watsonii isolées a ce jour, qui présentent des différences
morphologiques. Cela conduit ainsi a se demander s’il existe des différences en termes de

réponse lors d’un apport externe de fer, tel un apport saharien.

Agawin et al. (2007) ont réalisé des cultures continues plurispécifiques de phytoplancton
diazotrophe et non-diazotrophe limité par la lumiere et la disponibilité en azote dans le but
d’étudier la compétition entre différents organismes face a ces conditions environnementales.
Des recherches complémentaires a I'’étude des cultures monospécifiques de cyanobactéries

diazotrophes limitées en fer, telle celle présentée dans le chapitre 1, pourraient étre envisagées
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avec la mise en place d’expériences de compétition entre des organismes phytoplanctoniques
diazotrophes et non-diazotrophes similaires a celle d’Agawin et al. (2007) mais en condition de
limitation en fer. De méme, la compétition entre différentes cyanobactéries diazotrophes pour
I"acces au fer issu de dépot atmosphérique pourrait étre étudiée a 'aide de ce type de cultures
continues. Néanmoins ce travail demande une phase importante de développement
méthodologique afin d’adapter la culture continue aux conditions ultra-propres qui sont
nécessaires a I'étude des limitations en fer en milieu marin. Les différences en termes
d’acquisition du fer doivent étre confirmées avec I'étude fine des mécanismes d’acquisition de
chacun de ces organismes. Concernant C. watsonii, une approche protéomique, telle celle mise
en place par Saito et al. (2011) couplée a la réponse physiologique a une large gamme de
concentration en fer permettrait d’explorer et de comprendre plus en détail I'impact de la
limitation en fer sur le métabolisme de cet organisme phytoplanctonique dont I'importance
biogéochimique est maintenant reconnue, mais dont le fonctionnement reste encore trés mal

connu.

Enfin, nous avons observé en Atlantique subtropical Nord des variations a subméso-échelle des
réponses de la production primaire et des taux de fixation de N, suite aux enrichissements en
nutriments pouvant étre liées a la méso-échelle de surface (Lévy 2008), avec la présence de
tourbillons trés dynamiques, peu ou mal contraints par les reconstructions issues de données
satellites. De nouvelles approches de modélisation permettent d’aller vers une explication de ces
phénomeénes et il en ressort une nécessité d’explorer le role de la subméso-échelle sur la
diversité écologique du phytoplancton qui semble influencée par ces interactions (Lévy et al.

2013).

Tout cela pourrait alors apporter des éléments de réponse quant aux variabilités spatiales des
facteurs de contréle de la fixation de N, dans I'optique de comprendre les interactions mises
en jeu afin de mieux contraindre le cycle du N présentant encore a ce jour un bilan non

équilibré entre les gains (fixation de N,) et les pertes (dénitrification et anammox).
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Response of the Unicellular Diazotrophic
Cyanobacterium Crocosphaera watsonii to Iron
Limitation
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Abstract

Iron (Fe) is widely suspected as a key controlling factor of N, fixation due to the high Fe content of nitrogenase and
photosynthetic enzymes complex, and to its low concentrations in oceanic surface seawaters. The influence of Fe limitation
on the recently discovered unicellular diazotrophic cyanobacteria (UCYN) is poorly understood despite their biogeochemical
importance in the carbon and nitrogen cycles. To address this knowledge gap, we conducted culture experiments on
Crocosphaera watsonii WH8501 growing under a range of dissolved Fe concentrations (from 3.3 to 403 nM). Overall, severe
Fe limitation led to significant decreases in growth rate (2.6-fold), C, N and chlorophyll a contents per cell (up to 4.1-fold), N,
and CO, fixation rates per cell (17- and 7-fold) as well as biovolume (2.2-fold). We highlighted a two phased response
depending on the degree of limitation: (i) under a moderate Fe limitation, the biovolume of C. watsonii was strongly
reduced, allowing the cells to keep sufficient energy to maintain an optimal growth, volume-normalized contents and N,
and CO, fixation rates; (ii) with increasing Fe deprivation, biovolume remained unchanged but the entire cell metabolism
was affected, as shown by a strong decrease in the growth rate, volume-normalized contents and N, and CO, fixation rates.
The half-saturation constant for growth of C. watsonii with respect to Fe is twice as low as that of the filamentous
Trichodesmium indicating a better adaptation of C. watsonii to poor Fe environments than filamentous diazotrophs. The
physiological response of C. watsonii to Fe limitation was different from that previously shown on the UCYN Cyanothece sp,
suggesting potential differences in Fe requirements and/or Fe acquisition within the UCYN community. These results
contribute to a better understanding of how Fe bioavailability can control the activity of UCYN and explain the
biogeography of diverse N, fixers in ocean.
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Introduction nitrogenase enzyme complex involved in intracellular N, reduc-
tion in NHj is Fe rich [7]. Furthermore, the high energetic cost of
N, fixation imposes an additional Fe requirement for increase
photosynthetic capacity [8,9]. The extremely low Fe solubility in
oxic seawater [10] led to dissolved Fe (dFe) concentrations lower
than about 1 nM in the open surface ocean [11-13], resulting in
the potential limiting role of Fe for marine diazotrophic
cyanobacteria. The effects of Fe limitation on the growth and
N, fixation of the filamentous marine diazotrophic cyanobacteria
Trichodesmium sp. have been widely evidenced both in artificial [14—
16] and natural [17] environments. Trichodesmium sp. had been
assumed to be the dominant N,

In oligotrophic oceanic regions, bioavailable nitrogen (N)
concentrations are sufliciently low that they set a constraint on
primary productivity [1]. Diazotrophic cyanohacteria are not
affected by N limitation due to their ability to use the dinitrogen
(Ny) dissolved in oceanic surface waters as an alternative source of
N. As N, represents an effectively unlimited resource of N, the N,
fixation ability confers a major ecological advantage to diazo-
trophic cyanobacteria relative to non-diazotrophic phytoplankton
in N depleted tropical and subtropical waters [2]. On a global
scale, Ny fixation represents the largest source of newly-fixed N to
the open ocean (120 TgN yr ' [3]), supporting a part of new

fixing organism in the open ocean

. . 2 . . [18,19] until the recent discovery of unicellular diazotrophic
primary production and influencing the N and carbon (C) cycles ., creria (UGYN, including UCYN-A, -B and -G [20]). Field
[4,5]. In the tropical and subtropical North Atlantic and Pacific 0o rements have highlighted that N [ixation rates associated
oceans, N, fixation is estimated to support up to half of the new with UCYN probably equal or exceed those associated with

and export pr ion [5,6], playing a key role in th ake of . . . o o v .
. l})O ¢ pé)zl)uct}() [ 6, pray hg axey ] € ¢ (1 N ;l_ilt; ¢ 0] Trichodesmium sp. at regional scale [4]. No fixation rates associated
atmospheric gy dncredsing :fue: sirengk: of e’ brologlea with UCYN were estimated to be up to 75% of the total Ny

bump. ; : : : i, :
BUimE ; ’ iz v S fixation rate in the equatorial Western Pacific under stratified

Among environmental factors constraining the distribution of . ¢ & : 3 s ; -

. 9 . S i conditions [21]. On a global scale, recent biogeochemical models
diazotrophic cyanobacteria and the magnitude of Ny fixation, iron i e gL o ;

T ; i 5 (R attribute about 50% of the total oceanic Ny fixation rate to
(Fe) is widely believed to be a key controlling factor as the

PLOS ONE | www.plosone.org 1 January 2014 | Volume 9 | Issue 1 | eB6749

234



Annexes

unicellular analogues [22]. Despite the biogeochemical impor-
tance of UCYN, their controlling factors remain poorly known. To
date, only one open ocean UCYN species is available in culture:
Crocosphaera watsonit (UCYN-B). Culture-based and field experi-
ments have shown that light [23,24], temperature [24,25] and
phosphorus [26-29] can control the growth of Crocosphaera, but the
effects of Fe limitation on UCYN have been poorly investigated.
The few studies conducted on the impact of Fe limitation on C.
watsonti highlighted notable change in expression of several
proteins under Fe stress [30,31]. Decreases in the Ny fixation
and growth rates of C. watsonii have been observed in one Fe-
limited culture [32] and recent field enrichment experiments in the
tropical Atlantic and Pacific have revealed that abundance of
UCYN-B could be Fe limited in their natural habitats [27,28,33].
The response of C. watsonit to Fe limitation remains not fully
characterized and needs to be quantified. In order to improve our
knowledge and understanding of the impact of Fe limitation on
UCYN, we conducted trace-metal clean culture experiments of C.
watsonii WH8301 cultivated under a range of dFe concentrations
to quantify for the first time the impact of Fe limitation on the
growth, N, fixation rate, primary productivity, elemental contents,
and cell size of an open ocean UCYN.

Materials and Methods

Culture experiments

All bottles and labware were thoroughly cleaned with suprapur
HCI acid and ultra-pure water (>18.2 MQ). All manipulations
were conducted in a clean laboratory within a sterile laminar flow
hood (class 100) using sterile and trace metal clean techniques.
Batch cultures of C. watsonu WHB8301 were grown in sterile
polycarbonate bottles at 27.5°C, under a 12:12 h light:dark cycle
at a light intensity of ~150 pmol photons.m ™ s~ . The cells were
cultivated in N free YBCIl medium [34], prepared with
Suprapur® quality salts and reagents and amended at different
dFe concentrations. The medium contained phosphate (20 pM),
vitamins (B, thiamine and biotin) and trace metals (Co, Mo, Cu,
Zn and Mn). It was sterilized by autoclaving and 0.2 pm filtration.
Cultures were gently mixed using orbital shakers to minimize cell
sedimentation. Fe (FeCl;) was added in wriplicate cultures to obtain
different final dFe concentrations ranging from 0 to 400 nmol.I,~"
(nM) and was complexed with 2 UM of cthylenediaminetetra-
acetic acid (EDTA), a mertal ion buffering agent. In order to
quantify a potential Fe contamination, dFe was analysed in
sterilized YBCII medium before Fe addition by flow injection with
online preconcentration and chemiluminescence detection [35] at
the LOV laboratory (Villefranche sur mer). A background
concentration of 3.3 nM was found in the medium and was
systematically included in our results. Consequently, the eight de
concentrations in the triplicate cultures were 3.3, 5.3, 8.3, 13.3,
23.3, 43.3, 103.3 and 403.3 nM (Table 1). Cells were previously
acchmated to these different Fe concentrations for a mimimum of
35 generations. Flow cytometry measurements (LOMIC labora-
tory) showed that our cultures were not axenic and allowed the
determination of the abundance and biovolume of bacteria [36].
Using a conversion factor between biovolume and C content of
bacteria from [37], we found that the C content associated with
bacteria represented on a\'cragex of the total particulate
organic carbon (POC) in the cu . The initial pH in the
cultures was 8.15 and variations between the beginning and the
end of the growth phase were lower than 0.2 pH units, which
avoided CO; limitation and pH effects on Fe chelation by EDTA
[38].

PLOS ONE | www.plosone.org
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All the parameters discussed in  this study, except cell
abundance, were determined during the exponential growth
phase. Our results are reported as a function of dFe concentrations
as well as dissolved inorganic Fe concentrations, hereafter referred
to as Fe" and representing hydrolysed forms of dFe, supposed to be
the bioavailable forms of I'e in EDTA buffered artificial seawater
[39.40]. Fe' concentrations were computed from the Fe-ED'TA
complexation data in [38], taking into account influence of pH,
light and temperature. The resulting estimated Fe' concentrations
in the media ranged from 0.16 to 20.16 nM. The 3 highest Fe'
concentrations (2.16, 5.16 and 20.16 nM) are nvahd as they
exceed the solubility limit for Fe with respect to ferric hydroxide
precipitation, which is assumed to be ~1.5nM based on
experimental data from [38].

Cell abundance and growth rate

C. watsonai’s abundance was monitored by daily cell counts with
an epifluorescence microscope (Nikon Eclipse 50i) using natural
fluorescence of chlorophyll @ (Chl a). These data were highly
similar to those obtained by flow cytometry measurements (data
not shown). Specific growth rates in the exponential phase were
determined from linear regression of the logarithmic transformed
cell abundance versus time.

Cell biovolume

C. watsonit cells were harvested in exponential phase, 2 hours
after the beginning of the dark period, onto 0.4 pm polycarbonate
membranes, and incubated overnight into a fixative with adjusted
osmolarity (3% glutaraldehyde in 0.1M cacodylate pH 7.4, NaCl
1.75%). Membranes were then washed, post-fixed for 1 h with 1%
osmium tetroxide in 0.1M cacodylate buffer with 1.75% NaCl,
and then dehydrated with graded increasing concentrations of
ethanol (50, 70, 96, 100%) and critical point dried (CPD 7501,
Quorum Technologies). Finally, membranes were mounted on
stubs, gold-sputtered (Scancoat Six, Edwards) and observed with a
conventional SEM (Scanning Electron Microscope, Cambridge
Stereoscan 5260). Pictures were analysed with Image] software
[41] in order to determine cell diameters and biovolumes. Due to
experimental constraints, cell diameters and biovolumes were
determined on four cultures (dFe = 3.3, 13.3, 43.3 and 403.3 nM).

Chlorophyll a

Chulture samples were gently filtered (pressure<<200 mbar) onto
0.7 um glass microfiber filters (GF/F, Whatman®©). Then, the
filters were stored at —25°C.. After extraction in 90% acetone [42],
fluorescence of Chl ¢ was measured at 670 nm on a Hitaschi
1-4500 spectrofluorometer. Cellular Chl @ content was calculated
using the cell abundance at the day of sampling.

CO, fixation rate, N, fixation rate, C and N content

CO, fixation rates were determined using the '*C-tracer
addition method [43]. Seven hours afier the beginning of the
light period, subsamples of cultures (from 25 to 500 ml) were
incubated during 3.5 h with a small addition of NaH"“CO, (99%,
Eurisotop) in order to obtain a final enrichment of about 10
atom% excess. Ny fixation rates were determined using the PN,
gas-tracer addition method [44]. Incubations for CO, and N,
fixation were not performed simultancously as €. watsonit perform
a nocturnal N, fixation in order to avoid the inhibitory effects of
oxygen on nitrogenase due to photosynthesis [45]. Briefly, 2 hours
after the onset of the dark period, '°N, gas (98.3%, EURISOTOP)
was added to sub-samples of cultures (from 45 to 630 ml) in
polycarbonate bottles equipped with septum caps using a gas-tight
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syringe, and bottles were incubated for 3.5 hours. "N, tracer was
added to obtain a final enrichment of the N, pool of about 10
atom% excess. After *C and '’Ny-incubations, samples were
filtered onto pre-combusted 25 mm GIF/F filters and filters were
stored at —25°C. Prior to analysis, filters were dried at 40°C for
48 h. Particulate organic carbon (POC) and nitrogen (PON)
concentrations as well as '"C- and '"N-enrichments were
quantified with a mass spectrometer (Delta plus, ThermoFisher
Scientific, Bremen, Germany) coupled with an elemental analyser
(Flash EA, Thermolisher Scientific) via a type Ill-interface.
Standard deviations were 0.009 uM and 0.004 uM for POC and
PON, respectively and 0.0002 atom% and 0.0001 atom% for B
enrichment and "N enrichment, respectively. No fixation rates
were calculated by isotope mass balanced as described by [44].
Cellular C and N contents as well as molar C:N ratios were
estimated using the POC and PON determined during the light
period and the cell abundance measured at the day of sampling.
Relative Ny fixation was calculated as the rates of N, fixation in
the different Fe treatments normalized by the mean rate in the
Fe-replete treatment. Relative CO, fixation rates were determined
using the same calculation.

Statistical analysis

Alter checking homoscedasticity using a Bartlett test, means
were compared using a one-way ANOVA and a pairwise-t-test
with the Holm method for p-value adjustment (x=0.05). In the
case of heterogeneity of the variances, the tests were performed on
the log-transformed data. The statistical tests, the Monod non-
linear regression and derived growth parameters (maximum
growth rate and hall saturation constant for growth) were
calculated using R software.

Results and Discussion

1. The global influence of Fe limitation

The growth rate of C. walsonii was highly dependent on dFe
concentrations as shown by the 2.6-fold decrease (p<<0.05) from
0.52+0.03 d™" under Fe-replete condition to 0.20£0.03 d™! for
the lowest dFe concentration (Figure 1). The relationship between
specific growth rate and dFe concentrations fits a Monod
saturation function (r” =0.92) with a maximum specific growth
rate (f,.,) of 0.54%+0.01 d”" and a half-saturation constant for
growth with respect to dFe (K,qp) of 6.95£0.66 nM dFe
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Table 1. Influence of dFe concentrations in the cultures on surface:volume ratio, elemental ratios, cellular and volume-normalized
N, and CO, fixation rates of C. watsonii WH8501 (numbers in brackets represent standard deviation).

Media dFe (nM) 33 53 8.3 133 233 433 103.3 4033
Surface:volume 3.1 ND ND 29 ND 29 ND 24
(um*um’) 0.2) 0.2) (0.1) (0.3)
CN ratios 83 89 8.8 102 95 83 8.0 96
(mol:mol) 0.5) 0.3) (0.6) (0.4) (0.9) (0.3) (0.8) (0.5)
Chl a:C ratios 51.1 41.0 34.1 36.6 54.7 636 66.5 58.1
(umol:mol) (8.5) (3.6) (7.7) (4.2) (6.6) (6.8) (84) (5.3)
N, fixation 72 ND ND ND ND 532 ND 65.6
(amol Num 3h™") (1.2) (7.3) (22.2)
CO; fixation 12 ND ND 31 ND 35 ND 39
(fmol Cum *h ") 0.2) (0.6) (0.5) (1.3)
ND : No data.

doi:10.1371/journal.pone.0086749.t001

(Figure 1). Pictures of the cells grown under Fe repletion
(dFe=403.3 nM) and severe limitation (dFe=3.3 nM)
(Figure 2A, B) illustrated the dramatic 2.2-fold decrease in the
cell size with decreasing dFe concentrations, from 8.4+2.6 pm” to
3.8+0.7 um® (Figure 2C). The decrease in biovolume led to a
significant increase in the surface to volume (S:V) ratio with Fe
stress from 2.47+03 um ' (dFe=403.3 nM) to 3.1+0.2 ym ™
(dFe=3.3 nM) (Table 1). The mean cellular C and N contents in
Fe-replete cultures (dFe =403.3 nM) were 54725 fmolC.cell '
and 57+5 fmolN.cell ', respectively (Figure 3A, B), resulting in a
molar C:N ratio of 9.6%0.5 (Table 1). Reducing dFe concentra-
tion to 3.3 nM induced a 3.8- and 3.3-fold decreases (p<<0.05) in
the cellular C and N contents, respectively. In all the cultures, C:N
was higher than the Redfield ratio (106:16) and there was no
correlation  between the C:N ratio and dFe concentrations
(Table 1). The cellular Chl a content strongly declined (4.1-fold,
$<<0.05) from 28*3 fgChla.Cttll_1 0 6.7%1.5 fgChla.cell™" aver
the whole range of dFe concentrations (Figure 3C) and there was
no clear correlation between dFe concentrations and the Chla:C
ratio (Table 1). Volume-normalized (V-normalized) C, N and Chl
a contents decreased significantly between the 2 extreme dFe
concentrations by ~1.8-fold ($<0.05; Figure 4). Over the range of
dFe concentrations, cellular Ny fixation rates declined by ~17-fold
(p=<<0.05; Figure 5A) whereas cellular CO, fixation rates decreased
by ~7-fold from 29.8+2.1 fimolCl.cell ™" .h™" to 4.4+0.4 fimolC.
cell ! (#=<<0.05, Figure 5B). The decrease in V-normalized N,
fixation rates between the two extreme dFe concentrations was
much higher (9.1-fold) than that of the CO, fixation rates (3.3-fold)
(Figure 5, Table 1).

Under Fe-replete conditions, the growth rate, biovolume,
cellular N content and C:N ratio of C. watsonii reported here were
in the range of published data for the WH8501 strain, and Chla:C
ratio was lower than the previously published one (Table 2).
Cellular C content was higher than those reported in previous
studies. CO, fixation rates were higher than those obtained by
[50] in cultures having a considerably lower growth rate (Table 2).
The growth rate obtained under Fe-replete conditions was close to
that determined recently in the oligotrophic South Pacific for C.
watsonti (0.61 d~', [33]). The N, fixation rates we reported are
probably underestimated due to the use of the gas bubble
enrichment method. Recently, it has been shown that this method
may underestimate N, fixation rates relative to the enriched PN,
secawater method due to mcomplete N, gas bubble equilibration

January 2014 | Volume 9 | Issue 1 | e86749
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Figure 1. Growth rate of C. watsonii related to dFe and Fe’
concentrations. Error bars represent standard deviation; different
letters correspond to statistically different means (p<<0.05) and the
black bar indicates the region of expected Fe hydroxide precipitation.
The Monod regression, performed with dFe concentrations, is
represented by the black line and standard deviation of regression by
dotted lines.

doi:10.1371/journal.pone.0086749.9001

[51]. Based on data from these authors, the Ny fixation rates
measured during a short incubation of 3.5 h could be underes-
timated at least by 70%. However, despite this potential
underestimation, the relative N, fixation rates should not have
been affected.

2. Influence of the degree of Fe-limitation

2.1 Toward a moderate Fe deprivation (from Fe-replete
condition to 43.3 nM dFe). Our results showed two distinct
responses of C. watsonit depending on the degree of Fe limitation
(Figure S1). Under a moderate Fe limitation, corresponding to a
diminution of dFe concentrations by an order of magnitude,
significant decreases in cellular contents (C, N and Chl a) and
cellular N, and CO, fixation rates were observed. These decreases
were associated with a ~2-fold reduction in biovolume (p<<0.05),
while the growth rate remained unchanged (p>0.05, Figure S1).
The V-normalized C, N and Chl a contents as V-normalized N,
and CO, fixation rates did not significantly change over this range
of dFe concentrations (p>0.05, Figures 4 and 5). The decrease in
the cellular contents and N, and CO, fixation rates can be
attributed to the cell size reduction. A moderate Fe limitation
induced a reduction of the cell volume which permitted to C.
watsonii to maintain maximum C, N and Chl « contents as Ny and
CO,-fixing activities, and hence to keep sufficient energy to sustain
optimal growth rates. We suggest that the cell volume reduction of
C. watsomi represents an adaptive strategy to decreasing Fe
availability allowing to a decrease in Fe requirement and to an
increase in the S:V ratio (Table 1) which provide an advantage for
the Fe uptake by increasing the diffusion-limited uptake rate
relative to cell demand [39]. Increase in S:V ratio as an adaptation
to Fe limitation was previously evidenced for eukaryotic phyto-
plankton such as coccolithophores (Emiliania huxleyr) [52] and some

PLOS ONE | www.plosone.org

Iron Limitation of an Unicellular Diazotroph

o e 13kY HWD:

5 11

2mm

Fe - repletion

WO :Smm

Severe Fe-limitation

c Fe' (nM)
0.05 0.5 5 50
E—— |
10 4
T .
2
()
€ 1
2 I
9 51 . . A
3 . ‘
o = B B
B
0 T T
1 10 100 1000
dFe (nM)

Figure 2. Influence of Fe availability on C. watsonii biovolume.
Scanning electron microscopy photography of C. watsonii growing in
(A) Fe-replete condition (dFe=403.3 nM) and (B) severe Fe-limited
condition (dFe=3.3 nM). (C) Mean biovolume of C. watsonii related to
dFe and Fe’ concentrations, in log scale. Error bars represent standard
deviation; different letters correspond to statistically different means
(p<<0.05) and the black bar indicates the region of expected Fe
hydroxide precipitation.

doi:10.1371/journal.pone.0086749.g002

diatoms (7 halassosira  weissflogit, Thalasswsira oceanica [52] and
Chaetoceros dichaeta [53]).

Under moderate Fe-limitation conditions, estimated Fe’' con-
centrations exceeded the solubility limit of Fe with respect to
hydroxide precipitation and thus they were not expected to vary
despite the reduction of dFe concentrations. Consequently, our
observations of significant physiological changes under such
conditions suggest that Fe’ was probably not the only available
form of Fe for C. watsonii. First, we can suspect that Fe from
colloidal and/or precipitated amorphous Fe hydroxides is
bioavailable. Recently [54] observed that both natural and
cultured Trichodesmium are able to take up Fe from ferrihydrite
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Figure 3. Influence of Fe availability on the elemental
composition of C. watsonii. Mean cellular content of C (A), N (B)
and Chl a (C) related to dFe and Fe' concentrations, in log scale. Error
bars represent standard deviation; different letters correspond to
statistically different means (p<0.05) and the black bar indicates the
region of expected Fe hydroxide precipitation.
doi:10.1371/journal.pone.0086749.g003

{an amorphous oxidized Fe hydroxide) via cell surface adsorption

and biological mediated dissolution. [55] have shown that
Trichodesmium and the non-diazotrophic unicellular cyanobacteri-
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um Synrechoccocus were able to take up Fe bound to recently formed
organic colloids, probably involving biclogical reduction of
colloidal Fe, leading to highly soluble Fe(Il) forms [40].
Additionally, C. watsoniz could acquire Fe from bioreduction of
the Fe-EDTA complex into Fe(Il) at the cell surface, as the
FeEDTA complex could not be transported across the cell
membrane [56]. This acquisition strategy has already been shown
for the diatom 7. weissflogit, although reduction rates are widely
lower than for Fe' [56]. Based on our results, C. watsonz could be
able to acquire Fe from other forms than Fe” but its Fe uptake
mechanisms to be characterized.

2.2 Toward a more severe Fe deprivation (from 43.3 nM
to 3.3 nM dFe). When intensifying Fe deprivation, cellular
contents (C, N and Chl g) and cellular Ny and CO fixation rates
continued to decrease (Figure 3, 5, S1 A to E). Over this range of
Fe concentrations, the growth rate dropped significantly (#<<0.05,
Figure 1) while the cell volume remained unchanged (Figure 2C,
S1F) as well as the 5:V ratio ($>>0.05, Table 1). This indicates that
the cells have reached a minimum volume, and thus a maximum
S:V ratio, around 43.3 nM dFe. As a consequence, an ~2-fold
decrease in V-normalized contents (C, N and Chl a) and a
significant drop in V-normalized Ny and CO, fixation rates were
observed (Figure 4 and 5). Thus, under severe e limitation, the
cellular composition and the efficiency of N, and CO, uptake were
strongly affected and the cells were not able to produce sufficient
energy to maintain an optimal growth.

In photoautotrophic cells, energy is provided as adenosine
triphosphate (ATP) during respiration through the catabolism of
carbohydrates produced during photosynthesis. Since a majority
of redox metalloenzymes involved in this process are Fe rich
proteins [30,57], a severe reduction in bioavailable Fe induced a
lower efficiency in the photosynthetic activity, as depicted by the
significant decrease of V-normalized CO,, fixation rates and Chl a
contents as it is the main light harvesting pigment involved in
photosynthesis. Our results showed that V-normalized N, fixation
rates were more aftected by severe Fe limitation than CO), fixation
rates, as illustrated by ~7.5 and ~3-fold decreases respectively
from 43.3 to 3.3 nM dFe. The high Fe content of nitrogenase co-
factors associated with the high energetic cost of biological Ny
fixation could explain this pattern. Indeed, recent studies reported
that Fe deprivation leads to a down-regulation of nitrogenase
expression in both cultured and in situ Trichodesmium [58,59]. This
could also occur for C. watsonii, but it has been not yet evidenced.
Additionally, N, fixation is the highest energy consuming process
in the cell [48,49]. This process is fuelled by catabolism of
carbohydrates accumulated during photosynthesis [60]. Thus,
decreasing Fe bioavailability also affects the N, fixation rates
through the photosynthetic deficiency.

3. Comparison of the response of C. watsonii to Fe
limitation with other phytoplanktonic species

To date, only two species of UCYN are available in culture: one
isolated from the open ocean (C. watsoniz, UCYN-B [20]) and one
from coastal waters (Cyanothece WH8904, UCYN-C [61]). A study
from [62] has shown no influence of Fe limitation on N, fixation
rates of  Cyanotheee WH8904 under a wide range of dFe
concentrations (from 4 nM to 4 pM complexed with 20 uM
EDTA). While the cell diameter of C. watsonii (2.5 pum, this study)
and Cyanothece (~3 pm, determined from [62]) are close under Fe-
repletion, differences in Fe requirements and/or Fe acquisition
between both species can be strongly suspected. The uncultivated
photoheterotrophic UCYN-A do not have photosystem II of the
photosynthetic apparatus [63] which contains three Fe atoms [64],
and are smaller (diameter<{1 pm, [23]) than C. watsoniz, suggesting
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that the Fe requirements of UCYN-A are likely lower than those of
C. watsonzi. As a consequence, large differences in Fe requirements
and/or Fe acquisition could exist within the UCYN community
(UCYN-A, -B, -C)). Bioassay experiments in the tropical North
Adantic have shown contrasted responses of UCYN activity to Fe
additions. Fe addition stimulated the expression of the nifl{ gene
(which encodes for the Fe component of the nitrogenase) from
UCYN-B only in the western part, despite detectable dFe
concentrations, while niff{ expression from UCYN-A was not
stimulated either in the Western or central part [28]. In the
Eastern part, [27] observed a mesoscale variability with either
UCYN-A or UCYN-B abundance stimulated by Fe addition for
two close sites.

The K qp. of C. watsonti was twice as low as that of Trichodesmium
erpthracum IMS101 growing in the same conditions (13.9+3.3 nM
calculated from [16, Ridame and Rochelle-Newall, unpublished
data]), indicating that the growth of C. watsonii is less impacted by
Fe limitation than that of the filamentous 7rchodesmium. T.
erythraeum display a much higher biovolume (~14855 pm” under
Fe-replete conditions, [16]) than C. watsonii (8.4 um?), implying a
SV ratio of 7. erythraeum  lower (S:V~0.55 pm_l, Ridame
unpublished data; [62]) than that of C. watsonii (S:V = 2.4 pm ™).

The small biovolume and large S:V ratio provide to C. watsonii an
advantage for Fe and other nutrients uptake. Furthermore, C.
watsonti perform a nocturnal No fixation [45,46] with a daily
synthesis and degradation of Fe-containing proteins involved in
photosynthesis and N, fixation, in coordination with their
utilization [30]. This Fe recycling throughout the diel cyele leads
to a reduction in the cellular Fe requirement of (. watsonit up to
40% [30]. As T. erythraeum perform both photosynthesis and N,
fixation during the photoperiod, it probably does not employ this
Fe conservation strategy to the extent used by C. watsonst. The Fe-
rich ferredoxin, constitutively used in photosynthetic electron
transport, is also an efficient electron donor for nitrogenase of
Trichodesmium [65]. Under Fe limitation, extra Fe-free flavodoxin
could be synthetized to act as an alternative electron donor instead
of ferredoxin [66], as previously reported for T. erythraeum [67]. In
contrast, no increase in flavodoxin in response to Ie stress was
observed for C. watsonzi [30]. The use of flavodoxin at night during
N, fixation even under Fe replete conditions appears to be an
adaptation that allows C. watsonii to reduce cellular Fe demand
[30]. These physiological characteristics reveal a lower Fe
requirements of C. waisoniz than the filamentous T. erpthraeum,
which is consistent with a higher cellular Fe:C in 7. ervthraeum
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Figure 5. Influence of Fe availability on N, and CO, fixation rates of C. watsonii. (A) Relative N, fixation rates and (B) relative CO, fixation
rates of C. watsonii related to dFe and Fe' concentrations, in log scale. Open and filled symbols correspond to the rates per cell and V-normalized
rates respectively. Error bars represent standard deviation; different letters and different numbers of star correspond to statistically different means
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doi:10.1371/journal.pone.0086749.9g005
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(from 69 to 87 umol:mol " under Fe replete conditions [14,46])
compared to C. watsonii (16 pmol:mol ™", [46]). Consequently, C.
watsonit 1s likely better adapted to the poor Fe natural oceanic
waters than 7. erythraeum.

4. Oceanic relevance and biogeography of N, fixers

We quantified for the first time the impact of Fe bioavailability
on the growth, cell size, N, fixation and photosynthesis of an open
occan UCYN, and demonstrated a physiological response
depending on the degree of limitation. As photosynthesis (CO,
fixation) provides energy for fuelling N, fixation, these two
processes are tightly related. Thus, the cell response should be
globally considered because nutrient limitation, such as Fe
deprivation, affects cell metabolism and involves intractable
feedbacks.

The quantification of the impact of Fe availability on the N,
fixation rates of C. watsonii contributes to our knowledge about the
control of Fe on the N cycle in the tropical and subtropical ocean.
As both growth and N- and CO,-fixing activities of C. watsonit are
highly Fe-dependent, its abundance and activity could be
controlled by the atmospheric deposition of aeolian dust which
represents the major source of new Fe to the open ocean surface
waters [68]. Hence, in the tropical and subtropical oligotrophic
ocean, atmospheric Fe input could enhance new production and C
export to the deep ocean, through the stimulation of the growth
and activity of C. watsonii. Based on our findings, the oceanic
UCYN like C. watsonii could be strongly Fe limited but at a lesser
extent that the filamentous diazotrophic cyanobacteria Trichodes-

mium. Thus Fe bioavailability could control the biogeography of

these two Ny fixers. Indeed, in the South-Western Pacific [69]
have observed that putative Crocosphaera cells were dominant at
oceanic stations, while 7richodesmium dominated in the more Fe-
rich coastal stations. They attributed this relative distribution to Fe
availability since Fe is mainly supplied by coastal input in this
region. Due to the lack of data about UCYN, parameterizations of
N, fixation in regional and global ocean models are mostly based
on characteristics of Trichodesmium sp. (e.g. [70,71]). Hence such
biogeochemical models could be improved by the addition of a
simulated UCYN, as they are expected to growth in larger niches
than Trichodesmium regarding Fe availability. Moreover, our study
supports the idea that within the UCYN community (UCYN-A,
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Table 2. Comparison of growth rate, biovolume, cellular contents, elemental ratio and CO, fixation rate of C. watsonii WH8501
cultivated under Fe-replete conditions (numbers in brackets represent standard deviation).
Growth rate Biovol Cc N content CN Chl a:C Co0, fixation rates
d’ um? fmolC.cell ' fmolN.cell ' mol:mol pmol.mol fmol'C.cell .h ' Ref.
0.46 6.9-29.6 8.8 (1.5) [46]
0.47 (0.01) 42-65.4 [23]
6.9 (0.2) 83 (12) 31
0.54 42-335 [25]
12-13.6 8.5* [45]
500 80 5.2 [47)
0.2 82-104 140-220 18-40 8.8* [48]
0.28 (0.02) 120-260 20-35 10.5* [49]
0.14 ~9 [50]
0.52 (0.03) 8.4 (2.6 547 (25)* 57 (5)* 9.6 (0.5)* 58 (5)* 29.8 (2.1) This study
*during light period.
doi:10.1371/journal.pone.0086749.t002

Crocosphaera, Cyanothece) Fe requirements and/or Fe acquisition may
strongly vary, meaning that Fe bioavailability could partially
explain variabilities in the UCYN community composition.
Recent biogeochemical models focused on the biogeography of
the Ny fixers [22,72,73] consider, in addition to a Trichodesmium
analogue, a UCYN analogue parameterized with growth param-
eters and cellular contents derived from 7Trichodesmium and non-
diazotrophic picophytoplanktonic species. Within such UCYN
pool, it could be relevant to consider different types of UCYN
(UCYN-A, -B and -C). In this context, the parameters obtained in
our study will help to improve the parameterization of N, fixation
and UCYN distribution in biogeochemical models.

Supporting Information

Figure S1 Two distinct physiological responses of C.
watsonii to Fe limitation. Cellular contents of C (A), N (B),
Chl a (C), cellular Ny (D) and CO, fixation rates (E) and growth
rates (F) related to cell volume for 4 dFe concentrations (dFe = 3.3,
13.3, 43.3 and 403.3 nM). Error bars represent standard
deviation. Different numbers of stars and different letters
correspond to statistically different means for the cell volume
and parameters listed above.

(TIF)
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Correction: Response of the Unicellular Diazotrophic Cyanobacterium
Crocosphaera watsonii to Iron Limitation
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numérique du phytoplancton Dlazotrophe)(Crocosphaera sp.) et de sa limitation en Fer.

In the Materials and Methods section, the second to last sentence incorrectly lists the percentage of total particulate organic carbon represented by C content
associated with bacteria as 4%. The correct percentage is 2.8+/- 0.9 %

The final line of the second column of Table 2 incorrectly includes an asterisk. The correct version of Table 2 is below.
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Table 2. Comparison of growth rate, biovolume, cellular contents, elemental ratio and CO, fixation rate of C. watsonii WH8501 cultivated under
Fe-replete conditions (numbers in brackets represent standard deviation).
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Annexe 2. Récapitulatif des paramétres mesurés (chapitre 1)

Les valeurs indiquées représentent les moyennes des mesures obtenues pendant la phase
exponentielle de croissance, avec leurs écart-types associés entre parenthéses. Le facteur de
variation correspond a la valeur obtenue pour Fe=403.3 nM divisée par la valeur obtenue pour
Fe=3.3 nM (excepté pour le rapport surface/volume nécessitant le calcul inverse du fait de son
augmentation) ; le signe correspond au sens de variation : - pour une diminution, + pour une

augmentation.
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Fe (nM) 3.3 5.3 8.3 13.3 23.3 43.3 103.3 403.3 Facteur de
Fe' (nM) 0.16 0.26 0.41 0.66 1.16 2.16* 5.16* 20.16* variation
Croissance

Taux de croissance (i, ) 0.20 (0.03) 0.23 (0.01) 0.26 (0.02) 0.34 (0.04) 0.37 (0.01) 0.50 (0,03) 0.51 (0.03) 0.52 (0.03) 2.6
Temps de doublement (i) 3.55 (0.54) 2.97(0.18) 2.70(0.22) 2.03 (0.23) 1.85 (0.03) 1.38 (0.08) 1.37 (0.08) 1.34 (0.09) +2.7
Biovolume

Biovolume (um’)# 3.8(0.7) 4.7 (0.9) 4.8(0.7) 8.4 (2.6) 2.2
Surface:volume (um’:um’)# 3.1(0.2) 2.9(0.2) 2.9(0.1) 2.4(0.3) +1.3
Composition cellulaire

Contenu en C (fmol C.cell )t 1453 (14.9)  255.1(35.3)  283.7(42.4)  272.4(28.7)  294.7(28.8)  347.1(25.2)  418.4(49.7)  546.7(24.6) -3.8
Contenu en C (fmol C.um™) 39.4 (6.8) 59.5(11.8) 74.0 (10.2) 71.4 (24.2) -1.8
Contenu en N (fmol N.cell®) 17.5 (1.8) 28.8(3.8) 31.6 (3.7) 26.6 (2.6) 31.2(2.8) 41.7 (2.3) 52.0 (3.0) 57.1(4.9) 3.3
Contenu en N (fmol N.um’3) 4.8 (0.8) 5.8(1.2) 8.9(1.2) 7.5(2.5) -1.6
Contenu en Chla (fg Chla.cell®) 6.7 (1.5) 9.0 (1.0) 8.6 (1.5) 9.0 (1.8) 14.0 (2.2) 19.7 (1.7) 24.6 (3.2) 27.6(2.9) 4.1
Contenu en Chla (fg Chla.um’a) 1.8(0.3) 2.0(0.4) 4.2 (0.6) 3.6(1.2) -2.0
C:N (mol:mol) 8.3(0.5) 8.9(0.3) 8.8 (0.6) 10.2 (0.4) 9.5(0.9) 8.3(0.3) 8.0 (0.8) 9.6 (0.5) 1.2
Chla : C (fg:pmol) t 45.7 (7.6) 36.6 (3.2) 30.5(6.9) 32.7 (3.8) 48.9 (5.9) 56.9 (6.1) 59.4 (7.5) 51.9 (4.7) -1.1
Processus

N, fixation (fmol N.cell™.h™) 0.11 (0.05) 0.74 (0.08) 0.53 (0.12) 1.01 (0.28) 1.04 (0.17) 2.58 (0.44) 2.10 (0.47) -19
N, fixation (fmol N.um™.h™) 0.03 (0.01) 0.22 (0.03) 0.27 (0.09) 9.3
N, fixation (fmol N.pmolC.h™) 1.07 (0.41) 2.81(0.47) 2.09 (0.28) 4.25 (1.04) 3.65 (0.39) 5.84 (0.93) 3.91 (0.67) 3.7
€O, fixation (fmol C.cell*.h™?) 4.4(0.4) 8.1(1.6) 11.1(1.7) 14.2 (2.2) 15.8 (3.5) 16.4 (2.3) 16.9 (2.2) 29.8(2.1) 6.8
€O, fixation (fmol C.um=.h") 1.2 (0.2) 3.1(0.6) 3.5(0.5) 3.9(1.3) 33
O, fixation (fmol C.pmolC™.h") 30.7 (1.8) 31.6 (3.3) 39.1(2.3) 52.0 (4.1) 53.1(7.5) 47.1(4.9) 41.0 (8.4) 55.0 (2.7) 18

* Concentrations en Fe’ supérieures a la limite théorique de solubilité du Fe’ (~1.45 nM, Sunda et Huntsman, 2003) T Mesuré durant la période lumineuse
# Mesuré durant la période d’obscurité
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Jacq Violaine — These de doctorat - 2014

Influence de la biodisponibilité des nutriments sur la fixation de N, et réponse de Crocosphaera

watsonii face a la limitation en fer

Résumé:

La fixation de N,, ou diazotrophie, est un processus biogéochimique majeur en raison de son apport en azote
nouveau dans la couche de surface de I'océan. Cependant ses facteurs de controle restent mal connus. Le fer,
dont les concentrations de surface sont faibles, est un élément potentiellement limitant de la fixation de N, du
fait du contenu en fer important de I'enzyme responsable de ce processus : la nitrogénase. En raison de leur
découverte récente, peu d’études ont été menées sur les cyanobactéries diazotrophes unicellulaires (UCYN)
pouvant étre responsables de ~50% de la fixation de N, a I"échelle globale. Des expériences en culture ont
permis de caractériser et quantifier pour la premiére fois la réponse d’une UCYN, Crocosphaera watsonii, face a
la limitation en fer. Lors de la diminution des concentrations en fer dans le milieu, il a été observé une
réduction de la croissance et des taux de fixation de N, de cet organisme ainsi qu’une stratégie d’adaptation
des cellules avec une diminution de leur biovolume. De plus, la stimulation de la croissance et de I'activité de C.
watsonii cultivées en condition de limitation en fer suite a I'ajout d’une pluie saharienne artificielle a permis de
mettre en évidence qu’une partie au moins du fer issu de poussieres désertiques est biodisponible. En
Atlantique subtropical Nord, ou nous avons déterminé une forte contribution de la fixation de N, a la
production nouvelle, nous avons observé une limitation de la fixation de N, et de la production primaire
principalement par les phosphates et mis en évidence le role des métaux traces dans le contréle de la fixation
de N,. Un ajout de pluie saharienne a permis de stimuler systématiquement la fixation de N, et la production
primaire. L'ensemble de ces résultats participe donc a la réflexion globale sur la fixation de N, en milieu
océanique et apporte des informations sur les mécanismes responsables des interactions entre les cycles
biogéochimiques du fer, de I'azote et du carbone.

Mots clés : Fixation de N,, limitation en fer, Crocosphaera watsonii, poussiéres désertiques, Atlantique
subtropical Nord, métaux traces.

Impact of nutrients bioavailability on N, fixation and response of Crocosphaera watsonii to iron
limitation

Abstract :

Despite the biogeochemical importance of N, fixation, which represents the largest source of newly-fixed
nitrogen to the open ocean, some uncertainties remain about its controlling factors. Iron (Fe) is widely
suspected as a key controlling factor due to the high Fe content of the nitrogenase complex involved in the
biological N, fixation and to its low concentration in oceanic surface seawaters. N, fixation rates associated
with unicellular N, fixing cyanobacteria (UCYN) were estimated to be ~50% of the total N, fixation at global
scale, but as they have been recently discovered few studies have been conducted on these organisms. We
performed culture experiments in order to quantify for the first time the response of an UCYN, Crocosphaera
watsonii, to Fe limitation. Reduction of ambient Fe concentration led to significant decreases in growth rate
and N, fixation rates per cell and we observed an adaptive strategy to Fe limitation with a cell volume
reduction. Then, the enhancement of growth and activity of C. watsonii under Fe limitation condition after
artificial Saharan rain addition highlighted that at least a part of the Fe released by the dust is bioavailable. In
subtropical North Atlantic, an important contribution of N, fixation to new production was observed and we
showed that primary production and N, fixation were globally P-limited. We revealed that trace metals play a
key role in controlling N, fixation in this area. Saharan rain addition stimulated N, fixation, presumably by
supplying these nutrients. All these results contribute to our knowledge of the control of oceanic N, fixation
and provide new insight about interactions between Fe, nitrogen and carbon biogeochemical cycles.

Keywords: N, fixation, iron limitation, Crocosphaera watsonii, Saharan dust, subtropical North Atlantic, trace
metals



