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Introduction

Le CO; est un gaz a effet de serre important,
et la compréhension du cycle du carbone est un
sujet crucial dans le contexte actuel de réchauf-
fement climatique global. Les océans jouent un
r6le important dans 1’absorption du CO5 en exces
dans I’atmosphere, et ce, en partie grice aux orga-
nismes qui le peuplent. Les foraminiféres plancto-
niques jouent un réle majeur dans le cycle des car-
bonates (Schiebel, 2002)), mais leur contribution a
la pompe biologique de carbone n’a encore jamais
été quantifiée. En effet, a cause de leur petite taille
(~100 pm), aucune tentative de mesure de la bio-
masse individuelle de ces organismes n’a été faite
depuis les travaux d’Altenbach| (1985} |1987).

Dans la premiere partie de cette thése, nous
avons adapté spécifiquement une méthode de co-
lorimétrie préexistante (Smith et al., [1985) afin
de mesurer la biomasse des foraminiferes et ce,
tout en préservant leur test calcitique pour des
mesures additionnelles. Cette nouvelle méthode
nous a permis de tester I'influence de la quan-
tité de nourriture sur la biomasse de foraminiferes
benthiques en laboratoire, dans des conditions de
culture.

Nous avons également utilisé cette méthode
afin de mesurer la biomasse de foraminiferes
planctoniques prélevés lors de campagnes en mer,
et pour la premiere fois, nous avons quantifié la
corrélation qui existe entre la biomasse, la taille et
le poids de ces organismes. Nous avons ainsi pu
étudier I’'impact sur la biomasse du lieu de préle-

vement, de la forme du test, de 1’ontogénie ainsi
que les variations interspécifiques des foramini-
feres planctoniques.

Ces travaux ont permis la quantification de la
biomasse moderne des assemblages de forami-

niféres a 1’échelle de ’océan global, afin de Ila
comparer aux autres groupes de planctons mo-

dernes (Buitenhuis et al., 2012c). Grace aux cor-
rélations que nous avons établies entre la taille
et la biomasse des foraminifeéres planctoniques,
nous avons pu comparer le budget de carbone or-
ganique (compris dans la cellule de I’organisme)
et le carbone inorganique (contenu dans le test
calcitique) dans la colonne d’eau, et ainsi mon-
trer qu’il existe un export avéré de carbone vers
I’océan profond.

L’ensemble de ces données contribuent a une
meilleure connaissance des interactions entre 1’ at-
mosphere et les océans, et du rdle des forami-
niféres planctoniques dans le cycle du carbone.
Ce travail de these apporte également des clés de
compréhension quant a la séquestration du CO»
par les foraminiféres planctoniques et leur action
et rétroaction dans la pompe biologique de car-
bone a différentes échelles de temps.

Enfin, I’export de carbone par le biais des fo-
raminifeéres planctoniques est discuté pour sa po-
tentielle utilisation en tant que paléo-proxy de la
pompe biologique de carbone globale dans les
océans passés.
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Chapitre 1

Etat de I’art

L’océan est en contact permanent avec 1’atmosphere, et de nombreux échanges relient ces deux immenses ré-
servoirs. Dans le contexte actuel de réchauffement climatique, il est crucial de comprendre et de quantifier ces
échanges. Photo : Mission R/V Meteor 84/5, juin 2011.
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1.1. ROLE DES OCEANS DANS L’ ABSORPTION DU CO; ATMOSPHERIQUE 5

1.1 Role des océans dans I’ab-
sorption du CO, atmosphé-
rique

Dans le contexte actuel de changement cli-
matique et d’augmentation des gaz a effets de
serre dans I’atmosphere liée aux activités an-
thropiques, une forte attention est portée sur les
océans. En effet, les océans jouent un role majeur
dans I’absorption du CO5 atmosphérique en exces
(Riebesell et al., 2007). L’océan absorbe le car-
bone par différents processus, certains indépen-
dants de toute présence biologique, il s’agit de
la pompe physico-chimique de carbone. Les or-
ganismes calcifiants marins jouent également un
rOle tres important dans 1’absorption du carbone
par le biais de la pompe biologique de carbone.

La colonne d’eau se compose de plusieurs
tranches distinctes. En surface, au-dessus de la
thermocline (en moyenne 100 metres de profon-
deur) se trouve la zone de production : il s’agit
de la tranche d’eau ol la lumiere rend possible
la photosynthese (ou zone euphotique), et o une
majorité du carbone est fixé. Entre 100 et 1000
metres de profondeur, se trouve la « twilight zone
» (Buesseler et al., 2007). Cette « zone de pé-
nombre » est la tranche d’eau ou se produisent les
plus grands changements au niveau de la reminé-
ralisation du carbone. La twilight zone et tout ce
qui se trouve en dessous (de 1000 m de profon-
deur jusqu’aux fonds marins) constituent la zone
d’export de matiere (Koeve, [2002)).

Lorsque le carbone, organique ou inorganique,
atteint cette zone d’export (au dessous de 100
m de profondeur), il est isolé de I’océan de sur-
face, et donc également de 1’atmosphere. Grace
a ces processus, le carbone est enfoui pour
des périodes allant de la décennie au millénaire
(Falkowski et al., [1998)).

1.1.1 La pompe physico-chimique de car-
bone

Les océans contribuent a 1’absorption du di-
oxyde de carbone atmosphérique par des pro-
cessus physico-chimiques ne nécessitant au-
cunement la présence d’organismes (par ex.

Sarmiento and Gruber, 2006). Les pCOs (pres-
sion partielle en dioxyde de carbone) de I’océan
et de I'atmosphere sont en équilibre constant.
Ainsi, les zones de 1’océan qui contiennent une
concentration de COs dissous plus élevée que
celle de I’atmosphere relarguent du CO9 dans I’ at-
mosphere, et sont appelées des sources de car-
bone (Figure [[.I). A I'inverse, les zones océa-
niques qui contiennent moins de CO» dissous que
I’atmosphere absorbent du COs, et sont appe-
l1ées des puits de carbone (Takahashi et al., [2002;
Khatiwala et al., 2009)).

Le refroidissement des eaux de surface aug-
mente la capacité a rendre soluble le COs. La
circulation des eaux océaniques de surface trans-
porte globalement les eaux chaudes équatoriales
vers les podles, ou elles se refroidissent. Au
cours de ce trajet, elles se chargent en COg9 et
plongent vers 1’océan profond (Takahashi et al.|
2002). C’est cet enfouissement qui contribue a la

séquestration du carbone.

1.1.2 La pompe biologique de carbone

Dans I’océan de surface, le COy est utilisé
par le phytoplancton pour produire du carbone
organique par le biais de la photosynthese (Fi-
gure[I.2). Une partie de ce carbone organique est
consommée par le zooplancton. Lorsque ces or-
ganismes meurent, leurs corps sédimentent dans
la colonne d’eau. Lorsqu’ils atteignent 1’océan
profond, ce carbone est isolé de I’atmosphere et
sera séquestré (Falkowski et al.| |1998; |[Falkowskil
2012). Ce processus s’appelle la pompe biolo-
gique de carbone (Emerson et al.||1997)). De nom-
breux processus entrent en jeu dans cette pompe
biologique de carbone, tels que la respiration et
I’excrétion des différents organismes, ainsi que
la formation d’agrégats qui vont avoir un ef-
fet de lest et augmenter la vitesse de sédimen-
tation (Klaas and Archer, 2002; Ridgwell, 2003}
Passowl, [2004)).

Durant ces dernieres décennies, les images
satellites ont permis le calcul des quantités
de carbone produites dans l'océan de sur-
face, et ensuite exportées dans 1’océan profond
(Antoine and Morel, [1996; Antoine et al., [1996;
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FIGURE 1.1: Flux moyen annuel net pour le CO5 pour ’année 1995. Les régions rouges a jaunes indiquent que
I’océan est une source de CO, atmosphérique, et les zones violettes a bleues indiquent que 1’océan est un puits de

CO, (figure modifiée d’apres|Takahashi et ai.l, 2002).

Falkowski et al., [1998). Ces données ont per-

mis d’estimer la production primaire globale a
45 Gt.C.an~!, desquels 16 Gt.C.an~! sont expor-

tés vers 1’océan profond (Falkowski et al.,[1998).

1.2 Role des foraminiféres dans la
pompe biologique de carbone

Les organismes a test carbonaté tiennent un
role particulier au sein de la pompe biologique
de carbone qui est encore aujourd’hui peu connu.
a montré que la productivité pri-
maire et I’export de carbone sont corrélés avec les
flux de calcite des tests de foraminiferes dans la
colonne d’eau. Il a estimé que la contribution des
foraminiféres planctoniques varie entre 30% et
80% du budget total de calcite. Les foraminiferes
planctoniques jouent donc un rdle dans la pompe
biologique de carbone, mais celui-ci n’est pour le
moment que peu compris. De plus, grace au po-
tentiel fossilifere de ces organismes, ils pourraient
apporter des informations essentielles a la recons-
truction de la pompe biologique de carbone dans

le passé.

Dans les eaux de surface, les foraminiféres
planctoniques produisent de la matiére organique
en consommant du zoo- et du phytoplancton (Fi-
gure [[.3). Le carbone organique des foramini-
feres planctoniques vient donc principalement de
la nourriture de 1’organisme, et ainsi dépend du
régime alimentaire de celui-ci (Anderson et al.|
[1979;, [Larkinl, [2006). De ce fait, ils participent a

la pompe biologique de carbone.

Cependant, la calcification relargue du COq
dans 1’atmosphere 2003). Pour chaque
atome de carbone utilisé dans la formation d’une
molécule de calcite, un atome de carbone est re-
largué sous forme de CO3. Ce COq dissous peut
étre réutilisé par le phytoplancton au cours de la
photosynthese ou étre libre de retourner dans 1’ at-
mosphere, (Figure[I.3).

Sur une échelle de temps courte, la calcifica-
tion a donc un effet neutre sur la pompe biolo-
gique de carbone : pour chaque atome de carbone
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FIGURE 1.2: Schéma simplifié de la pompe biologique de carbone. Le CO, atmosphérique (et 1’azote) fixé par les
organismes photosynthétiques est transporté vers 1’océan profond (sous la zone euphotique) par divers processus.
Le phytoplancton meurt et coule sous forme d’agrégats, ou est consommé par des organismes zooplanctoniques
ou nectoniques. Les agrégats peuvent ensuite &tre décomposés par des bactéries, ou étre consommés par d’autres
organismes. La matiere organique dissoute produite par le phytoplancton ou par I’excrétion de divers organismes
peut également &tre transportée vers le bas durant des épisodes de mélange. La pompe biologique de carbone
inclut également 1’export du carbone inorganique sous la forme de particules d’origine biologique (calcite et
aragonite, i.e. la pompe des carbonates). Modifié d’apres Biological Pump Working Group Summary (http:
//www.msrc.sunysb.edu/octet/biological_pump.html).

fixé dans la calcite, un atome de carbone est relar-
gué dans le milieu. En revanche, sur des échelles
de temps plus longues, le carbone peut étre ex-
porté et sera alors séquestré dans 1’océan profond.
Qu’il soit organique ou inorganique, ce carbone
sera isolé de I’atmosphere. Le carbone qui sera
reminéralisé au cours de la sédimentation (donc
dans la colonne d’eau au dessous de 100 m de
profondeur), sera séquestré pour des dizaines a
des milliers d’années, en fonction de la circula-
tion thermohaline, circulation des eaux profondes
de I'océan global. En ce qui concerne les indivi-
dus qui atteignent les fonds marins, et sont en-
fouis dans le sédiment, le temps de recyclage du
carbone sera de tres long terme, a I’échelle géolo-

gique (Figure [[.3).

La contribution totale des foraminiféres planc-
toniques a la pompe biologique de carbone dépen-
dra finalement du ratio entre les tissus organiques
et le test calcitique « inorganique ».

Une des conséquences directe de I’augmenta-
tion du CO4 atmosphérique lié au réchauffement
climatique est une augmentation de 1’acidité des
océans. Plusieurs types d’organismes, dont les
foraminiféres planctoniques, pourraient montrer
une baisse de calcification dans un environnement
plus acide (Riebesell et al.,2000; Orr et al.,2005;
Moy et al., [2009). Selon Riebesell et al.| (2000),
une calcification réduite pourrait avoir une rétro-
action négative sur le CO, atmosphérique. L’ im-
pact du réchauffement climatique sur les forami-
niféres planctoniques, et sur la pompe biologique
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de carbone en général, n’est pas encore enticre-
ment compris.

Atmosphére
o, Co,
Photosynthése:
CO,+2H,0
->CH,0+0,+H,0

Calcification:
Ca™ +2HCO;.
> CaC0, + CO, + HO

. . Consommation n
2 ® == 0

Phytoplancton Export:
CH +CaCo,

Carbone organique Carbone inorganique

Sédiment

FIGURE 1.3: Schéma simplifié de la contribution
des foraminiferes planctoniques a la pompe biolo-
gique de carbone. Les foraminiféres planctoniques
consomment et produisent de la matiere organique, et
donc exportent a leur mort une partie du carbone or-
ganique contenu dans celle-ci. Au cours de la calci-
fication, du CO» est relargué dans 1’atmosphere. Pour
chaque atome de carbone fixé dans la calcite, un atome
de carbone est relargué dans le milieu. Ce CO; peut de
nouveau étre utilisé par les organismes photosynthé-
tiques afin de produire du carbone organique : il s’agit
d’un cycle a échelle de temps relativement courte [«t].
Le carbone contenu dans la calcite quant a lui va étre
potentiellement exporté vers I’océan profond, et sera
séquestré pour des périodes allant de la décennie aux
millénaires [»t].

1.3 Approche méthodologique

Afin de quantifier la contribution des forami-
nifeéres planctoniques a la pompe biologique de
carbone, il est nécessaire de quantifier a la fois
la masse de calcite des tests, mais également la
masse de matiére vivante qu’ils produisent.

La biomasse d’un organisme est le vo-
lume de matiere vivante dont il est consti-
tué. Pour de nombreux organismes, ce concept
de biomasse est tres difficilement directement
mesurable. Ainsi, plusieurs moyens indirects,
ou proxies, permettent de mesurer cette bio-
masse. Le carbone organique est un proxy
tres utilis€ comme unité de biomasse pour
les organismes marins (Hillebrand et al., [1999;
Menden-Deuer and Lessard, 2000; Madin et al.|

2001; Pakhomov et al., [2002; [Sun and Liu, [2003;
Dubischar et al., [2006; |Cornet-Barthaux et al.,
2007 |Leblanc et al., [2012; Moriarty et al., 2012}
Steinberg et al.| 2012} [Vogt et al., 2012).

Afin de quantifier a la fois la biomasse (car-
bone organique) et le carbone inorganique sur des
foraminiferes planctoniques individuels, il est né-
cessaire de préserver le test de ces organismes au
cours des différentes mesures effectuées. Avant
cette these, aucune méthodologie ne permettait de
préserver le test pour toutes ces mesures. Grace a
un matériel de pointe, nous avons pu travailler a
une échelle individuelle et ainsi obtenir des don-
nées plus abondantes permettant des interpréta-
tions statistiquement plus robustes.

Simon and Azam)| (1989) et Zubkov and Sleigh
(1995) ont montré que les mesures de protéines
avec la méthode BCA (Bincinchoninic Acid,
Smith et al., |19835)), chez des protistes sont un bon
proxy afin d’estimer le contenu en carbone or-
ganique de ceux-ci. Cette méthode a été utilisée
avec succes sur des bactéries et amibes marines
(Zubkov and Sleigh, [1995| (1998} [Zubkov et al.,
1999). Cette méthode a été utilisée également sur
des foraminiferes benthiques, mais en détruisant
le test calcitique des individus (Mojtahid et al.,
2011). A cause de la présence de leur test cal-
citique, cette méthode a dii étre adaptée spécifi-
quement pour I’usage sur des foraminiferes planc-
toniques tout en préservant leur test (Chapitre
Movellan et al., [2012). Cette méthode nous per-
met donc de mesurer pour la premiere fois depuis
Altenbach| (1985], |1987), les protéines contenues
dans un individu particulier et ainsi de quantifier
la biomasse produite par un foraminifere.

Afin de calculer le contenu en carbone inorga-
nique des foraminiferes planctoniques, il est pos-
sible d’analyser les masses des tests. Le poids des
tests de foraminiferes a été analysé par de nom-
breux scientifiques (Barker and Elderfield, 2002
Gonzalez-Mora et al., [2008; |[De Moel et al.,
2009; Moy et al.l 2009; Beer et al., 2010), mais
dans aucune de ces études les individus n’ont
été analysés individuellement. Dans I’ensemble
de ces études, la masse d’un individu a été cal-
culée comme la moyenne du poids d’un groupe
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d’individus (environ une cinquantaine a la fois)
pesés tous ensembles. Tous les résultats de cette
these concernent des individus qui ont été pesés
individuellement. Apres les mesures de biomasse,
les tests ont été attentivement nettoyés, séchés
et pesés individuellement dans des capsules en
aluminium a 1’aide d’une balance (Mettler Toledo
XP2U). La morphométrie des foraminiféres

planctoniques étudiés a été également quantifiée
individuellement avec une grande précision grace
a un microscope automatisé (logiciel analySIS®,
Bollmann et al.l [2004; (Clayton et al., 2009). Sur
la base de mesures d’un grand nombre d’indi-
vidus, des corrélations statistiquement robustes
ont pu étre calculées entre le poids, la taille et la
biomasse des foraminiferes.
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Chapitre 2

Mise au point et validation du protocole de
mesure de biomasse par
nano-spectrophotométrie

Platier tidal de la Baie de 1’Aiguillon (environ 10 kilométres au nord de La Rochelle, France). Echantillonnage
du 16 avril 2012 : le sédiment a été prélevé a ’aide de spatules, afin d’échantillonner des individus d’Ammonia
tepida, pour les mesures de protéines et de carbone organique présentées en deuxieéme partie de ce chapitre. Crédit
photo : Fabrice Redois.
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2.1 Introduction

Ce chapitre présente le protocole de mesure de
biomasse développé au cours de cette these. Le
but des expériences était de développer une mé-
thode permettant de quantifier la biomasse des fo-
raminiferes (1) a I’échelle individuelle, (2) de ma-
niere a préserver le test calcitique afin de pouvoir
effectuer d’autres mesures sur ce méme test apres
la mesure de biomasse, (3) de valider I’ utilisation
de ce proxy en le comparant avec des mesures de
carbone organique (proxy le plus utilisé dans les
études de biomasse).

Ce chapitre s’articule autour de deux parties.
La premiere partie décrit la série d’expériences
qui a permis de valider le protocole visant a adap-
ter une méthode préexistante (méthode Bicincho-
ninic Acid, BCA, Smith et al.,|1985) pour une ap-
plication spécifique sur les foraminiferes. Dans
cette premicre partie, différentes méthodes per-
mettant de rompre la membrane plasmique des
individus ont été testées, afin de permettre une
extraction du cytoplasme sans endommager la

coquille. Au total, 591 individus de I’espece de
foraminifere benthique calcaire Ammonia tepida
ont été analysés. Cette premicre partie se pré-
sente sous la forme d’un article qui a été publié
dans Biogeosciences en septembre 2012. La mé-
thode mise au point permet d’obtenir des résultats
fiables et robustes, et d’analyser un grand nombre
d’individus en peu de temps.

La deuxiéme partie de ce chapitre a pour but de
valider la quantification de protéines en tant que
proxy de biomasse, en comparant des mesures ob-
tenues grace a la méthode BCA avec des mesures
de carbone organique obtenues griace a un analy-
seur CN. Ces différentes mesures ont été effec-
tuées sur trois classes de tailles d’individus (au
total 1286 spécimens) de 1’espece A. tepida, pro-
venant d’un unique échantillon. Les mesures de
carbone et d’azote ont été effectuées en collabora-
tion avec 'IFREMER Nantes. Cette expérience a
permis de quantifier le rapport protéines-carbone
organique, et ainsi permettra a 1’avenir la compa-
raison entre des études utilisant les deux proxies.
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2.2 Quantification par nano-spectrophotométrie de la biomasse en pro-
téines chez des foraminiferes individuels intacts

Ce manuscrit a été publié le 12 septembre 2012 dans la revue Biogeosciences.
Résumé en francais :

Le rdle écologique des foraminiferes reste trés peu connu a cause des difficultés méthodologiques
dans la détermination de leur biomasse individuelle, bien que ces organismes soient abondants dans les
sédiments marins de surface. Cette étude présente une méthode fiable et abordable basée sur la nano-
spectrophotométrie pour la quantification du contenu protéique de foraminiféres a test calcitique en tant
que mesure de biomasse, tout en préservant les tests pour des analyses ultérieures (e.g., morphométrie,
isotopes stables). La biomasse protéique est significativement corrélée a la taille et au poids d’Ammonia
tepida (n = 102, p < 0.00001, Ry = 0.462,and n = 181, p < 0.00001, R, = 0.855).
La variabilité observée entre la taille du test, le poids et la biomasse de la cellule peut résulter d’une
variabilité naturelle verticale et horizontale dans les micro-environnements englobant 1’état métabolique,
ainsi que de la variabilité dans la morphométrie du test et de la masse de calcite (i.e. poids du test). De
plus, connaitre la biomasse spécifique a chaque foraminifére en fonction de sa taille et de son espece
apporte une information importante sur les conditions trophiques et écologiques des environnements
marins actuels et anciens, en particulier pour la reconstruction de la paléoproductivité régionale et les
flux de carbone organique.
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Abstract. The ecological role of foraminifers has been of marine environmental conditions from mud-flats to the
largely unknown partly owing to difficulties in determin- deepest parts of the world’s oceans, constituting a significant
ing their individual biomass, although foraminifers are abun-part of the meiobenthos abundance and biomass (e.g. Mood-
dant in surface marine sediments. The present study proley et al., 2000; Witte et al., 2003; Murray, 2006; Gooday et
vides a reliable and inexpensive method for the quantifica-al., 2008). Food provides energy to heterotrophic organisms,
tion of the protein content of hard-shelled foraminifers asincluding foraminifers, and organic carbon supply is con-
a measure of biomass while preserving the tests for latesidered the single most important factor limiting the growth
analyses (e.g. morphometry, stable isotopes), using nanaf foraminifers in well-oxygenated normal marine environ-
spectrophotometry. The protein biomass, is significantly cor-ments (e.g. Lutze and Coulbourn, 1984; Jorissen et al., 1995).
related with size, and shell weight 8Binmonia tepidgn = The export production and flux of particulate organic mat-
102, p < 0.00001,R? = 0.462, andn = 181, p < 0.00001, ter in the deep-water column and at the sea floor are known
R? = 0.855). Variability in the relation between test size and from empirical relations (e.g. Suess, 1980), and are better
weight, and cell biomass may result from natural variability constrained since less variable in the deep sea than at shal-
in horizontal and vertical microenvironments encompassingow water depth (cf. Murray, 2001). Large ranges of primary
metabolic state, as well as variability in test morphometry production and organic carbon flux seem to be related to ben-
and calcite mass (i.e. test weight). In turn, knowing the size-thic foraminifer faunas, which are characterized by different
and species-specific biomass of foraminifers adds valuablspecies assemblages (Altenbach et al., 2003). While stand-
information on the trophic and ecologic conditions of mod- ing stocks seem to be controlled by the abundance of food
ern and ancient marine environments, in particular on the re{i.e. organic carbon flux), the distribution of foraminifers at
construction of the regional palaeoproductivity and flux of the species level is much less well constrained (Altenbach et
organic matter. al., 1999; Murray, 2001). The relation of food supply and the
distribution of foraminifers at the species level is anecdotal,
in particular at shallow waters, and much better estimates of
primary productivity and modern organic carbon flux are re-
1 Introduction guired to improve the reconstruction of past flux rates (Al-
tenbach et al., 1988; Lutze and Altenbach, 1988; Murray,
Due to their abundance and the high fossilization poten->001). Consequently, the relation between food availability
tial, foraminifers are among the most utilized proxies in gnd the biomass of foraminifers needs to be calibrated at
palaeoceanography and marine environmental reconstrugne species level and for a wide range of modern shallow- to

tion (Fischer and Wefer, 1999). The abundance of benthigjeep-water environments to facilitate a much more accurate
foraminifers is attributed to their tolerance of a broad range

Published by Copernicus Publications on behalf of the European Geosciences Union.
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reconstruction of regional and basin-scale palaeoproductivityout this would impede later analyses of the test morphology.
using transfer functions. Therefore, different methods were tested to break the cellu-
The ecological role of foraminifers in modern and past lar membrane for cytoplasm analyses, such as osmotic shock
oceans has been largely unknown, partly owing to method{with Milli-Q water and micro-filtered tap water), ultrasound
ological difficulties in determining their individual biomass treatment (for 2 and 5s), and NaOH treatment. All experi-
(Murray, 2006). No attempt was taken to measure indi-ments were designed to compare protein content of unbro-
vidual foraminifer biomass since the work of Altenbach ken individuals with the protein content of crushed individu-
(1985, 1987). Using the method of Altenbach (1985), theals, the latter of which served as a control group (see tables
foraminifer test needs to be disintegrated to measure the orfor a global overview of the different experiments). After the
ganic carbon content though, impeding further analyses oexperiments, the presence of biases (1) linked to the small
the test, the latter being important for further palaeoceanoamount of proteins measured, and biases due to (2) varia-
graphic interpretation of the biomass data. As such, it is im-tion in the duration of incubation time of foraminifer sample
portant to preserve the tests for further analysis during thesolution (FSS) between the first and the last measurements
procedure of biomass analysis. was checked. The preservation of tests was continuously as-
We have developed and calibrated a new, non-destructiveessed in all experiments. A detailed protocol of the prepa-
technique for protein biomass analysis of foraminifers, ap-ration of foraminifers with the different treatments is given
plying nano-spectrophotometry. The method is inexpensivebelow. Finally, the relation between the foraminifer protein
reliable, and easy to apply at any land-based and sea-goingpntent and test size was assessed, as well as a potential im-
laboratory. Experiments were designed both to quantitativelypact of cultivation time (laboratory conditions and feeding
analyse foraminifers for their protein biomass and to preservecombined) on protein content.
the foraminifer test for morphometric analyses and calcite The chemical reagent used for the analyses of foraminifer
weight. The new method is quick and easy to apply in theprotein content is a mixture of copper solution (Sigma-
laboratory and even on small research vessels, and the datsdrich) and bicinchoninic acid (BCA, Sigma-Aldrich) so-
are reproducible. In addition, we presen600 new data on lution (Smith et al., 1985; Zubkov et al., 1999; Mojtahid et
cytoplasm and test mass of the neritic benthic foraminiferal., 2011). The C#i* contained in the copper solution is re-
speciesAmmonia tepiddrom the French Atlantic coast and duced to Cti by the proteins. The newly formed Cueacts
laboratory cultures. The species has been chosen becausenith the BCA and a strong purple colour is produced. The
has been intensely studied (Morvan et al., 2006), and growtlintensity of the colour increases proportionally with protein
and reproduction rates are known (Bradshaw, 1957; Goldconcentration, and the absorbance of the 562-nm wavelength
stein and Moodley, 1993). In turn, the solid shell and smallwas measured with a nano-spectrophotometer (NanoDrop
aperture oAmmonia tepidampedes easy access of the ana- 2000, Thermo Scientific). Analysis with a NanoDrop 2000
lytical chemicals to the cytoplasm, and we present alternativerequires only 2 pl of solution, which allows several measure-
methods (osmotic shock, ultrasonication, and NaOH treatments of each standard and FSS (including BCA solution).
ment) to quantitatively measure the foraminifer cytoplasm.Each standard and FSS was measured in triplicate.
As such Ammonia tepid&onstitutes a worst-case study, and  Morphometric analyses of the foraminifer tests were car-
the methods presented here could possibly be successfuliyed out with an automated incident light microscope driven

applied to most of the common foraminifer species for quan-py anaIySI@ software (Bollmann et al., 2004; Clayton et

titative biomass analyses. The final aim of this study is toal., 2009), installed at the University of Angers. A microbal-

provide a new technique and data to facilitate calibration ofance (Mettler Toledo XP2U) with a precision of 0.1 pg was

the modern foraminifer biomass for the application to paleo-employed to weigh the dry and empty individual foraminifer

ecological and palaeoceanographic reconstruction. tests. The microbalance was used in an air-conditioned room
at constant temperature and humidity. Each test was acclima-
tized in the weighing room for at least 12 h before weighing.

2 Materials and methods The software R (v.12.2.1) was used for analysis of the data
and calculation of the regressions. All comparisons of the

A series of experiments was conducted with the aim toprotein distributions were carried out using variance analy-

optimize a protocol of foraminifer cytoplasm measurementses. All regressions presented are exponential functions fol-

with a standard bicinchoninic method for protein quantifi- Jowing the allometric development &. tepida

cation (Smith et al., 1985), in connection with analyses of

the foraminifer test size and weight. The first experiments2.1  Sampling, cultivation, and preparation of the

were designed to find a method alternative to crushing of the foraminifers

foraminifer shells to access the cytoplaskmmonia tepida

are relatively thick-walled and have small apertures causingAmmonia tepidavere sampled from the mud flats of the

limited contact of analytical chemicals and cytoplasm. TheBaie de I'Aiguillon, 10 km north of La Rochelle, French At-

easiest method to sidestep this problem is to crush the shellantic coast, 461517’ N, 1°827”W, on 13 May, 20 July,

Biogeosciences, 9, 3613-3623, 2012 www.biogeosciences.net/9/3613/2012/
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and 23 November 2010 (Table 1). The sampling site was choTable 1. Dates of sampling and sample processing in 2010, cultiva-
sen because of the high abundance of the benthic foraminifetion periods (days), and number of specimeng\otepidapicked
speciesA. tepida The samples were transferred? h drive) ~ from each sample at different cultivation times.

to the laboratory at Angers University in a cool box, and

washed through a 63-um sieve with 0.45-um micro-filtered Sampling  Processing  Cultivation  Number of
seawater. Microfiltration of the water ensured that the bacte- Date Date Period ~ Specimens
ria were removed and contamination was avoided. In May, 13/05 14/05 1 45
July, and November, first batches of 45, 60, and 104 speci- 13/05 17/05 4 52
mens, respectively, were immediately picked after sampling, 13/05 19/05 6 49
cleaned, and measured for their protein biomass (Table 1). 13/05 25/05 12 42
The spare individuals were cultivated for later analysis. For 13/05 21/06 39 60
cultivation, specimens were placed in an incubator &0 13/05 24/06 42 31
and repeatedly subsampled (Table 1). The seawater was 20/07 21/07 1 60
changed twice a week to maintain good oxygenation. The 20/07 04/08 15 29
foraminifers were first fed after 10 days, and from then on ;gﬁz giﬁi 1? 182
Q) once per week wlth 1ml of_drle@hlorella algae, and 23/11 02/12 9 30
(2) twice per week with two strains éthaeodactylungl ml 23/11 08/12 15 29
of each). 23/11 15/12 22 29

Each analysed individual oA. tepidawas carefully se-
lected for its coloration indicating the presence of live cyto-
plasm or for the presence of a cyst indicating that they were,
feeding or reproducing and hence alive and healthy. Speci-"
mens that contained no measurable proteins were assum
dead and were not included in any of the following calcula-

tions relative to the protein content. Specimens were pickedrhe \WR was produced by mixing 50 parts of BCA with 1
from all size classes>(100 um) to ensure that our data rep- part of copper solution. The BCA solution was composed of
resent the in-situ assemblagefoftepidaand to enable iden-  picinchoninic acid, sodium carbonate, sodium tartrate, and
tification of ontogenetic changes of the size-to-biomass relasodjum bicarbonate in 0.1 N sodium hydroxide. The copper
tion. Each foraminifer was transferred into a bath of micro- so|ution was composed of 4 %w(v) copper (ll) sulphate
filtered seawater and gently cleaned with a brush to removgyentahydrate (kit number BCA-1, Sigma). Mixing the two
all particles stuck to the specimen including organic matter.reagents produces a solution of light green colour. The WR

Subsequently, specimens were washed for one second in dey stable over 24 h at ambient temperature, and could thus be
ionized water to remove the seawater. Each foraminifer wagyrepared long before the addition of the proteins.

then stored individually in an Eppendorf cup and frozen at

—80°C to prevent disintegration of the proteins. For each2.2.2 Preparation of the protein standards set (StS)

of the different preparation methods, foraminifers were un-

frozen and divided randomly between (1) the specimens tha# protein StS was prepared using a solution of bovine serum

were crushed and served as control, and (2) the specimerabumin (BSA; Sigma-Aldrich) at a protein concentration of

used for testing one of the five preparation methods on thel.0 mg mi-L. Different concentrations of protein standards

entire foraminifer tests. This insured that the two subsamplesvere produced by dilution with de-ionized (Milli-Q) water

were representative of the original sample and that the proer micro-filtered tap water to a certain volume of protein-

tein content depended only on the preparation method an®8SA solution (Table 2). For each concentration, three repli-

not on the order in which the foraminifers were processed. cates were produced by adding 20 pl of the protein solution

To establish the relationship between protein content ando 18 Eppendorf cups. 400 pl of WR were added to each cup

test size, 104 foraminifer specimens from the Novembercontaining protein solution. Protein standards and WR were

sampling campaign were analysed (Table 1). Each specimemixed for 3 s using a vortex (Lab Dancer, LaboTech).

was morphometrically analysed before deep-freezing. The The protein standards were incubated to obtain a col-

foraminifers were then unfrozen and crushed, and the cytoeration of the solution resulting from the protein concen-

plasm protein content was analysed. tration. The chemical reaction and resulting coloration de-
pend on incubation time and temperature, which needed to
be adjusted to the application to foraminifer protein con-
tents and to produce a solution of measurable differences
in colour intensity. Different incubation times and tempera-
tures were tested on several protein StSs. An optimum colour
spectrum was obtained at an incubation time of 24 h at room

2 Analytical protocol

ey Preparation of the “working reagent” (WR)
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Table 2.Volumes of BSA and MilliQ- or tap water used to prepare the StS. For analyses of the specimens treated with an osmotic shock and
ultrasonication, StSs of 0-20 pg protein concentration were used. For NaOH treatment and for specimens sampled in November, standard
of 0-10 pg of protein concentration were used.

Milli-Q or
Final Protein micro- Total StS from StS from
protein standard BSA filteredtap volume 0to20pg Oto10pug

content (ug) (1) water () (u)  of proteins  of proteins

0 0 80 80 yes yes

2 8 72 80 yes yes

4 16 64 80 no yes

5 20 60 80 yes no

6 24 56 80 no yes

8 32 48 80 yes yes

10 40 40 80 yes yes

15 60 20 80 yes no

20 80 0 80 yes no

Table 3. Equations of the regressions of the StS of each experiment (Exp.), number of standards (# std.) analysed, standardRdeyiation (
probability (p), and standard error of the residuals (SE res.) associated with the regression.

Exp. # std. Equation of the Regression ~ R? p SE res.
(1) 63 y=-5103x10"2x2+1.001x 10 2x +3.706x 103 0.9965 <0.001 0.003559
(2) and (3) 63 y=-5124x10°x2+4+1.081x 10 2x +2.664x 10°3 0.9935 <0.001 0.005281
(4 63 y=-1.012x10"%x2+1.260x 10 2x+3517x 103 0.9901 <0.001  0.00704
(5) 54  y=1508x 10"%x2+3495x 10 3x —4.127x 104 0.9638 <0.001 0.003351
Nov. 1 54  y=9276x 10 5x24+9.663x 10 3x —3.456x 10°3 0.9944 <0.001 0.002753

Nov. 9, 15, 22 54 y=9.970x 107°x2+9.059x 10~ 3x — 4.560x 10~3 0.9893 <0.001 0.003607

temperature (26 2°C). After incubation, each cup was cen- For each of the foraminifer preparation methods tested, the
trifuged for 3s at 5000 rpm, and the absorbance was measame amount of crushed foraminifers was produced from the
sured. same sampling period and cultivation time. For measurement
The WR turns very dark at high concentrations of proteins,of the protein biomass of crushed specimens, Eppendorf cups
and its absorbance is affected both by colour and brightnesswith single foraminifers were unfrozen. 20 ul of either de-
Polynomial regressions have been used to account for thesenized water or micro-filtered tap water (depending on what
two factors. Table 3 shows the regression results for the StSwas used for the StS and the FSS) and 400 pl of WR were
absorbance data&kf > 0.95; Table 3). added to each Eppendorf cup. Foraminifers were then indi-
It is important to note that the WR needs to be added tovidually crushed with a clean needle to ensure that all the
the protein StS and FSS at exactly the same time to makeroteins would be released into the solution.
sure that the incubation time and temperature are identical.

1. Osmotic shock with Milli-Q water
2.2.3 Five different preparation methods for the
measurement of the foraminifer cytoplasm Out of 187 specimens dA. tepidasampled in May 2011,
protein content 93 specimens were exposed to Milli-Q water to break the
membrane of the cytoplasm by osmotic shock (Table 4). Ep-
Five different preparation methods, an osmotic shock withpendorf cups with single foraminifers were unfrozen, and
Milli-Q water or micro-filtered tap water, ultrasonication 20 ul of Milli-Q water were added to each cup. We then al-
for 2 or 5s, and NaOH treatment were applied to thelowed 30 minutes for the osmotic shock to take place. Then,
foraminifers in different experiments (Table 4). All the spec- 400 pl of WR were added. Each FSS was mixed for 3 s with
imens were frozen at80°C before protein measurement. In a vortex and incubated for 24 h at room temperature. Before
each of the different methods, crushed foraminifers served aspectrophotometric measurement, each cup was centrifuged
control group, assuming that the proteins contained in the cyfor 3 s at 5000 rpm to remove any particles from the liquid.
toplasm were quantitatively released to the chemical reageniThe remaining 94 specimens were crushed and analysed for

Biogeosciences, 9, 3613-3623, 2012 www.biogeosciences.net/9/3613/2012/



A. Movellan et al.: Protein biomass quantification of unbroken individual foraminifers 3617

Table 4. Overview of the five processing methods for protein quantification plus control group of crushed tests. Specimens submitted to
ultrasonication for 5s were severely damaged, and the original test weight could not be determined. All specimens that were not crushed

were weighed and analysed for their morphometry.

Sampling
period + Number
cultivation of Foram. Protein
time (days) Treatment foram.  preparation content Weight Size Comments
Crush 92 Wash, freeze, crush Yes No No—
after adding WR
May (1) 96 Wash, freeze, add Yes Yes Yes  Signs of dissolution
1,4,6,12  Osmotic 20 ul of Milli-Q water and/or first chamber
shock 30 min before damaged, probably
adding WR due to low pH=6.21
of Milli-Q water
Crush 30 Wash, freeze, crush Yes No No—
after adding WR
2 31 Wash, freeze, add Yes Yes Yes—
May Osmotic 20 pl of micro-filtered
39, 42 shock tap water 30 min
before adding WR
3 30 Wash, freeze, ultrason. Yes No Yes Time of ultrason. too
Ultra- for 2 s after adding short to break cell
sonication 2s WR membrane
Crush 30 Wash, freeze, crush Yes Yes Yes-
after adding WR
iuly 4 30 Wash, freeze, ultrason. Yes No Yes Time of ultrason. too
Ultra- for 5 s after adding long, and tests broken
sonication 5s WR
Crush 29 Wash, freeze, crush Yes Yes Yes-
after adding WR
July (5) 30 10 pl of Milli-Q water Yes Yes Yes NaOH seemed to have
15,16 10% plus 10 pl of 10 % interfered with WR
NaOH NaOH in the StS
and FSS
November Crush 104 Wash, freeze, crush Yes No Yes-
1 after adding WR
November Crush 88 Wash, freeze, crush Yes No Yes—
9,15,21 after adding WR

their protein content (Table 4). The individuals submitted to were submitted to an osmotic shock from micro-filtered tap
an osmotic shock were analysed for their protein contentwater (0.2-um polycarbonate membrane filter, Whatman).
cleaned, dried, photographed and weighed (Table 4). The tap water had a higher pH (pH =8.18) than Milli-Q wa-
ter (pH =6.21) and was thus less corrosive to the calcareous
foraminifer shells. In this experiment, micro-filtered tap wa-
ter was also used for the preparation of the StS. The protein
. . . . . content from the two batches of entire and crushed individ-
This method is similar to the previous one, but micro-filtered uals was measured (Table 5). The individuals submitted to

tap water was yseq instead of Milli-Q water. The osmotlp an osmotic shock were weighed and analysed for their mor-
shock was applied in the same way, and the FSS preparatio hometry,

was the same. We analysed 46 specimens from the May sam-
ple (Table 4). 28 specimens were crushed, and 18 specimens

2. Osmotic shock with micro-filtered tap water
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Table 5. Comparison of protein concentrations analysed with different preparation methods. Protein concentrations are compared within
each experiment, and not between experiments. Specimens with no measurable protein content were interpreted as dead and data were r
further used. The mean protein content of all individuals is given along with the standard deviation. The proaldiaséociated with the

variance analysis comparing each treatment to the control (crushed individuals). Values marked with an*gsiegisighificantly different

from the control group of crushed individuals.

Sampling
period and Mean
cultivation ~ Number of protein  Standard p Comp.
time (days) specimens Treatment content  deviation control
90 Crush 2.040 1.084 Control
May
146 12 93 (1) Osmotic shock  1.491 1.140 < 0.001*
e (Milli-Q water)
28 Crush 1.020 0.715 Control
18 (2) Osmotic shock  0.428 0.282 <0.01*
May . )
(micro-filtered tap
39, 42 water)
28 (3) Ultra- 0.886 0.812 0.348
sonication (2 s)
23 Crush 0.682 0.641 Control
July
21 (4) Ultra- 0.410 0.259 0.122
1 .
sonication (5s)
July 29 Crush 1.588 0.835 Control
15, 16 9 (5) 10 % NaOH 2.589 2.604 0.075
3. Ultrasonication for 2's 5. NaOH treatment

Ultrasonication for 2 s was applied to 31 specimens from theA solution of 10 % sodium hydroxide (NaOH) was applied to
May sample (Table 4). This experiment was conducted inbreak the cellular membranes A&f tepidaand to release the
parallel to the previous experiment (2), and the same controtytoplasm content to the WR {#-Ochoa et al., 2010). Due
group of crushed specimens was used (Table 4). Foraminifer® a known interaction with the BCA solution, the final con-
were unfrozen, 20 pl of micro-filtered tap water were addedcentration of sodium hydroxide had to be maintained below
to each Eppendorf cup, WR was added, and the FSSs wer00 mM (BCA technical bulletin, Sigma-Aldrich). For this
submitted to ultrasonication for 2 s. They were vortexed sev-purpose, the Eppendorf cups containing foraminifers were
eral times over a 24-h incubation period at room tempera-unfrozen, and 10 pl of 10 % NaOH and 10 pl of Milli-Q water
ture. The FSSs were then centrifuged. The protein content ofvere added. The FSSs were vortexed and 400 ul of WR were
ultrasonicated individuals was measured, and the tests weradded. After a 24-h incubation period at room temperature,

weighed and analysed for their morphometry. the FSSs were centrifuged and the absorbance of the 562-nm
o wavelength was measured. Note that for this treatment, 10 pl
4. Ultrasonication for 5 s of the Milli-Q water of each standard of the protein standard

. . set had to be replaced by the same volume of 10 % NaOH to
Foraminifers were unfrozen and prepared in the same wayaye the interaction between the NaOH and the BCA solution
as for the previous experiment, but were ultrasonicated,i account.
for 5s. §0 individuals from July were analy_sgd. Half of _ The NaOH method was applied to 59 specimens from the
the specimens were crushed, and the remaining 30 Speciy; sampling campaign. About half of the specimens were

mens were ultrasonicated. The protein content of the ultrazshed (29), and 30 specimens were analysed with complete

sonicated foraminifers was measured and compared with thg,gtg (Table 4). Both the crushed and complete specimens
crushed specimens. The uncrushed tests were morphometijjere treated with a solution of 10 ul of Milli-Q water plus

cally analysed. 10 ul of a 10 % NaOH solution, and the protein content was
analysed. The foraminifers submitted to 10 % NaOH were
weighed and morphometrically analysed.
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2.3 Effect of cultivation on protein content

LargeA. tepida(88 specimens 250 um) from the Novem-
ber campaign were picked at different cultivation times
(30 specimens after 9 days, 29 sp. after 15 days, and 29 sp. a
ter 21 days; see Table 1) to analyse the effect of cultivation
on the protein content. Each specimen was photographed an
measured before deep-freezing. The foraminifers were ther]
unfrozen and crushed for the protein measurement, and com
pared to the specimens sampled at different cultivation inter-
vals (May and July batches; Table 4).

3 Results

Fig. 1. Examples of the different levels of damaggdtepidasub-

3.1 Protein data produced with the different
preparation methods

. The mean protein contents of crushed specimen
(2.040pg) and specimens submitted to an osmoti

mitted to ultrasonication for 5s. Dashed lines give a reconstruction
of the damaged parts of the te@k) Test ofA. tepidawith an intact
test.(B) Test with a hole in the middle of a chambge) Individuals
gvith the last chamber missinp) Individuals with several external
chambers missindE) Individuals with only the inner chambers in-
Ctact, making it difficult to reconstruct the original shape and size of

shock using Milli-Q water (1.491 pg) were significantly . test.

different (p < 0.001; Table 5). Some of the foraminifer
tests were damaged by the Milli-Q water, i.e. tests were
partly dissolved, and the last chamber was broken in
several specimens, probably because of test dissolution
at the low pH of the Milli-Q water (pH =6.21).

. The mean protein content of the crushed foraminifers
was 1.020ug, and 0.428 ug for foraminifers submit-
ted to an osmotic shock using micro-filtered tap water,
being significantly different between the two batches
(p < 0.01; Table 5). In contrast to the treatment with
Milli-Q water (see above) the tests Af tepidawere not
damaged by the use of micro-filtered tap water.

. The mean protein content was 0.886 g for individu-
als ultrasonicated for 2s, and not significantly differ-
ent from the crushed foraminifers (1.020 o= 0.348;
Table 5). Some of the ultrasonicated individuals were

5. The mean protein content of the crushed foraminifers
was 1.588 ug, and 2.589 ug for the specimens submit-
ted to NaOH treatment, being significantly different
(p =0.075; Table 5). The strong interaction between
the WR and 10% NaOH seems to increase the vari-
ability of the intensity of the colour between the dif-
ferent replicates of the StS, and this might be also true
for the FSS. When measuring small protein quantities,
a strong variability between the replicates indicated that
the quality of the data must be considered less good than
in the other methods.

3.2 Effect of cultivation on protein content

partly broken, though, which would explain why their The mean protein contents Af tepidafrom each sampling

www.biogeosciences.net/9/3613/2012/

protein content was not significantly different from the campaign in May, July, and November, and for each culti-
crushed individuals. In turn, some of the individuals Vation interval between 1 and 42 days are shown in Fig. 2a.
submitted to ultrasonication were still filled with cyto- Only the protein contents of the crushed specimens are com-

plasm after treatment, indicating that the proteins werebared, to avoid any effect due to differences between analyti-
partly not measured. cal methods. The test size distribution for each sampling and

cultivation time for all uncrushed specimens submitted to an
. Most of the individuals showed damaged tests afterosmotic shock (both Milli-Q and micro-filtered tap water),
5s of ultrasonication. The last chamber was missinguyltrasonication for 2s, and 10 % NaOH treatment is shown
in many specimens, and in some individuals severalin Fig. 2b. Given that these two groups of crushed and un-
chambers were broken (see Fig. 1). The morphomecrushed foraminifers belong to the same population, we as-
try of the broken individuals could hence not be com- sume that the size distribution was similar for the crushed
pared with that of the other experiments and was notand uncrushed foraminifers and that differences in protein
used in the following discussion about protein-to-size content can be related to test size.

relation. The mean protein content was 0.682ug for protein content and minimum test diameter for each sam-
the crushed foraminifers and 0.410pg for the ultra- pling batch vary over the duration of cultivation (Table 1,
sonicated foraminifers, being not significantly different Fig. 2, and Table 6). The minimum test diameter is used
(p =0.122; Table 5). as a measure of size to allow comparability of our data
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Table 6. Development of protein content and size (minimum diameteA.depidafrom the three sampling campaigns in May, July, and
November 2010, and for all cultivation intervals between 1 and 42 days. Specimens with no measurable proteins were interpreted as dead an
were not used for the variance analysis. The probabilijyassociated with the variance analysis between the subsample of the cultivation
time and the previous subsample. Values marked with an asté&Jiakg significantly different from the previous subsample.

Protein content (ug) Size (um)
Sampling Time of Number of Standard p Comp. Number of Standard p Comp.
Date Culturing Specimens Mean Deviation  Previous Specimens Mean Deviation  Previous
1 29 1.909 1.129 - 14 352.34 73.14 -
4 51 2.130 1.110 0.397 0 - - -
6 0 - - - 48 348.44 70.44 0.857
13/05 12 10 1.960 0.843 0.647 31 361.25 49.95 0.382
39 18 0.898 0.562 < 0.001* 39 370.55 42.52 0.403
42 10 1.238 0.924 0.235 20 340.11 42.71 0012
1 23 0.682 0.641 - 0 - - -
20/07 15 14 1.361 0.689 < 0.005* 15 372.62 62.13 -
16 15 1.800 0.925 0.161 15 354.74 61.91 0.437
1 102 0.723 0.513 - 104 2435 52.89 -
9 25 0414 0.282  0.004* 30 283.31 36.17< 0.001*
23/11 15 25 0.622 0.415 0.043* 29 289.42 30.32 0.486
22 24 0477 0.416 0.228 29 29391 26.42 0.550
to size fractions of sieved foraminifers. Freshly sampled
foraminifers (incubation interval = 1 day) from the three dif-
- May July November ferent sampling campaigns were significantly different re-
Ao 8 garding their mean protein content & 0.001) and test size
< o (p < 0.001), and can hence not be directly compared. In the
B ] May samples, the only significant decrease in protein content
£ o o occurred between 12 and 39 days of incubation (Table 6), and
£ ™M 8 ° the only significant change in size occurred between 39 and

42 days of incubation (Fig. 2). In the July samples, a sig-
nificant increase in protein content occurred between 1 and
e 15 days of incubation. In the November samples, a significant

n=29 n=51 n=0 n=10 n=18 n=10 n=23 n=14 n=15
T T T T

- PrenrEe te Pen decrease in protein content occurred between 1 and 9 days,

©8 o and 9 and 15 days of incubation, and a significant increase in
z 8 ° . size occurred between 1 and 9 days of incubation (Fig. 2 and
T <] ° Table 6).
g 8- R %%% 3.3 Relation between foraminifer protein content, test
§ s | % size, and test weight
= U L ORI The protein content of the 104 specimensfotepidasam-

T 4 ¢ 5 3 o T 15 1% T s 5 » pled in November 2010 (Tables 1 and 4) was correlated to

I \
| |
| |
| |
| |
| |
| |
I |
| |
I ]
| \
| |
| |
| |
I |
| |
| |
| |
| |
f f
| I

a minimum test diameter with aR® = 0.462 (p < 0.00001;
Fig. 2. (A) Protein content of crushe#l. tepidaof the three sam-  résidual standard error=0.626; Fig. 3). The correlation be-
pling campaigns in May, July, and November 2010, and for all cul- tWeen protein content and minimum test diameter is de-
tivation intervals of 1 to 42 days (= 373).(B) Development of the ~ scribed by the equation
minimum diameter of non-crushell tepidaof the different sam-
pling campaigns and cultivation intervals. Individuals representedy = 5.537 x 10~8x2941, (1)
here are all the non-crushed individuals, i.e. the specimens treated
with an osmotic shock, ultrasonication for 2s, and 10% NaOH With y being the protein content (ug) per individual and x
(n =374). being the diameter (um) of the test.

The size ofA. tepidaranged from 124 to 555um. The
mean test weight of\. tepidawith a minimum diameter of
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Fig. 3. Correlation between protein content and minimum test di- Fig. 5. Calculated dry weight (Eg. 3) calculated for individuals
ameter ofA. tepida Residual standard error=0.626. Without the of A. tepidasampled in November 2010 (residual standard er-
single large specimen 500 m, the correlation is still significant ror = 0.387, exponential fit).
(R2 =0.439, p < 0.00001, residual standard error=0.626, expo-
nential fit).

by the equation

= y =2.424x 10 6x2661 2

with y being the dry weight (ug) of the empty test and x being
the diameter (um) of the test.

Equation (2) was used to calculate the weight of the in-
dividuals analysed using size and protein contenA ofep-
ida. Test weight and protein content are correlated (Fig. 5)
with an RZ2=0.462 (p < 0.00001; residual standard er-
ror=0.387), described by the equation

Weight (ug)

o N 18] y = 6.638¢%423, (3)
R2 = 0.854 . ) _
p<0.00001 with y being the calculated dry weight (ug) of the test and

being the protein content (ug) per individual.

T T T T T
200 300 400 500 600

Minimum Diameter (um) . .
4 Discussion
Fig. 4. Correlation between minimum test diameter/f tepida
and shell weight. All individuals measured and weighed during this4.1  Foraminifer preparation
study are shown (residual standard error = 0.181, exponential fit).
Different methods — (1) osmotic shock, (2) ultrasonica-
tion, and (3) NaOH treatment — were applied for protein

) ] quantification of hard-shelled foraminifers while maintain-
124-250ym was 4.3 pg, 9.13 g in the250-315 Pm size  jnq the foraminifer tests for further analyses of, for example,

class, 18.1 g in the 315-500 um size class, and 38.9ug in test morphometry and allometric development, and chemi-
the > 500 um size class (one specimen only). cal composition. Since all specimens were frozer&0°C
The ultrasonicated individuals were not weighed, be-pefore protein measurement, formation of ice crystals could

cause a majority of the tests were partly broken. Similarly, haye damaged the cellular membrane and contributed to cy-
foraminifers that were crushed were not weighed. In the Othe'ioplasm exposure to the analytical reagents.

experiments, 181 tests were both measured for their size and

weighed. The relation between minimum test diameter and 1. An osmotic shock with Milli-Q water or micro-filtered
weight is shown in Fig. 4. Both parameters, minimum test tap water did not heavily damage the testsfoftep-
diameter and test weight, are correlated withREn= 0.855 ida but did also not produce complete release of the
(p < 0.00001; residual standard error=0.181). The correla- proteins to the analytical chemicals (WR). The low ef-
tion between test weight and minimum diameter is described  ficiency of the method might be caused by restricted
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penetration of the Milli-Q water and WR through the with cytoplasm in some individuals and empty in others, and
small apertures oA. tepida The method might work the relation of test size to cytoplasm volume would diverge.

better on foraminifer species with larger apertures, for

example, most planktic foraminifer species. However, 4.3  Effect of cultivation on protein content

we recommend the use of micro-filtered tap water in-
stead of Milli-Q water to avoid any dissolution of the

test.

Considering the different sampling times (i.e. seasons) and
possible differences in the metabolic state and timing within
the reproduction cycle oA. tepida(Bradshaw, 1957, 1961),

2. Ultrasonication appeared to break the tests. Time andve can not unequivocally conclude on a systematic increase
intensity of ultrasonication could not be sufficiently ad- or decrease in protein content with increasing incubation
justed to the shell thickness of each specimen analysedjme (Table 6, Fig. 2). Further analyses would be needed
though. The use of the method should be restricted tato unravel the waxing and waning of cytoplasm biomass of
well-defined samples, and would need to be calibratedA. tepidain laboratory cultures with controlled environmen-
to each foraminifer species and robustness of its testal parameters to assess the effect of different parameters on
to ultrasonication. Some species with very thin teststhe test growth and changes in cytoplasm volume and protein
would probably be destroyed even at lower intensitiesconcentration ofA. tepida In addition, feeding experiments
and shorter time intervals of ultrasonication, for exam- would need to be carried out with different types and quanti-
ple, planktic foraminifers. ties of food.

3. 10% NaOH appears to interact with the working
reagent (WR). This experiment shows a regression5 Summary and conclusion
curve that is less good than in the other experiments
(see Table 3). The replicates differ in absorbance val-Quantification of the protein biomass of individuvahmonia
ues, and the standards for 4 and 6 ug of protein Over|aﬁepida (benthic foraminifera) using bicinchoninic acid and
for a small range of absorbance values between 0.01nano-spectrophotometry has been tested and improved. Dif-
and 0.019. This could be due to the interference offerent methods, i.e. osmotic shock and ultrasonication, are
10 % NaOH with the WR. The different replicates bear Now ready to be applied to protein quantification of benthic
a |arger Variab”ity and lower accuracy than the other and planktic foraminifers. Successful quantification of pro-

StS. tein content crucially depends on the complete exposure of
cytoplasm to the analytical chemicals, while preserving the

4.2 Protein content, morphometric parameters, and foraminifer test for later biogeochemical and morphomet-
seasonal variations ric analyses. We suggest exposing foraminifer species with

large apertures and foramens (easy penetration of chemi-
Quantification of individual foraminifer cytoplasm protein cals into the test and complete cytoplasm exposure; i.e. most
content is presented for the first time after Altenbach (1985) globigerinids) to an osmotic shock sufficient for quantita-
and relations between protein content, test morphometrytive protein analysis. Species with small apertures and robust
and test weight are established (Figs. 3, 4 and 5). Based 0shells should be processed using ultrasonication for cyto-
the specimens analysed here, the average protein content gfasm exposure. Specimens with fragile shells should be ul-
A. tepidafrom the mudflats of the Baie de I'Aiguillon ranges trasonicated with care. NaOH treatment is not recommended,
at~1.1pg. The mean protein content obtainedAotepida  pecause it reacts with the analytical chemicals when using
in this study is consistent with that obtained with the samethe bicinchoninic acid method.

BCA method forHaynesina germanicand Ammonia bec- A systematic increase of protein biomass with test size and
carii (0.6 to 1.4pg) from the Hamble estuary at Warsash,shell weight of the benthic foraminifekmmonia tepidas
Hampshire, UK (Mojtahid et al., 2011). shown. Additional data of different species from a wide vari-

Significant variations in test size between the samplingety of ecological conditions would be needed, though, to as-
batches analysed here are related to variations in proteigess the biogeochemical role of foraminifers in benthic and
content. In May, the average protein content and test sizgjanktic ecosystems at a regional scale.
were slightly higher than in November (Fig. 2 and Table 6).

SinceA. tepidais directly exposed to a wide range of envi-
ronmental changes in the temperate intertidal oceans, such
as changes in water temperature, salinity, and abundance of
prey, which affect its growth (Bradshaw, 1957, 1961, 1968),
changes in test size and volume of cytoplasm are interpreted
as seasonal signals. Variation in protein content observed for
similar test sizes oA. tepidafrom similar sampling batches
could be explained by the fact that the last chamber was filled

Biogeosciences, 9, 3613-3623, 2012 www.biogeosciences.net/9/3613/2012/
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2.3 Comparaison de deux proxys
de biomasse chez les forami-
niferes : contenu protéique et
carbone organique

2.3.1 Introduction

Le carbone est un élément chimique d’impor-
tance capitale pour un grand nombre de processus
biotiques et abiotiques. Ainsi, le cycle du car-
bone (sous forme de COs) joue un réle majeur
dans la régulation du climat. La vie sur Terre
étant basée sur le carbone, lorsqu’on cherche
a quantifier la matiere vivante, c’est-a-dire la
biomasse, le proxy « carbone organique » est
tres souvent utilisé. Ainsi, de nombreuses études
portant sur des organismes marins variés tels
que les tuniciers et le krill (Pakhomov et al.|
2002; |Dubischar et all [2006), les prymné-
siophycées (Vogtetal.,, 2012), les diatomées
(Hillebrand et al., [1999; |Cornet-Barthaux et al.|
2007; [Leblanc et al., [2012)), les dinoflagellés
(Menden-Deuer and Lessard, [2000), ainsi que
des études plus générales focalisées sur 1’en-
semble du phytoplancton (Sun and Liul, [2003)),
du macrozooplancton (Moriarty et al., [2012)
ou encore sur tous les types de plancton sans
distinction (Madin et al.l 2001} |Steinberg et al.,
2012)) utilisent cette unité. La biomasse des
foraminiféres a trés peu été étudiée (Murrayl
2006). Murray and Alve| (2000), mentionnent la
difficulté de mesurer la biomasse des forami-
niféeres, principalement liée a la présence d’un
test calcitique. Au cours de sa these, |Altenbach
(1985) a développé une méthode permettant de
mesurer le contenu en carbone organique de
foraminiféres isolés. Néanmoins, la plupart des
études portant sur la biomasse des foraminiferes
sont basées sur des calculs de biovolumes, qui, a
I’aide d’hypotheéses sur la densité du cytoplasme
et du pourcentage de carbone sont ensuite conver-
tis en quantités de carbone organique (Gerlach,
1971} |Gerlach et al., [1985 |[Korsun et al., [1998;
Murray and Alvel 2000). La plupart de ces études
ne sont donc pas basées sur des mesures directes
de carbone.

Lutilisation du carbone organique en tant que
proxy de biomasse pour les foraminiferes est sou-

mise a plusieurs contraintes. La premiere de ces
contraintes est le nombre d’individus nécessaires
a la mesure. En effet, le seuil de détection d’un
grand nombre d’analyseurs CHN est d’environ
100 pg de carbone, ce qui implique d’analyser
environ une centaine d’individus en moyenne, en
fonction de la classe de taille étudiée. De ce fait,
un nombre limité de mesures seulement peut étre
effectué, et dans certaines études plusieurs es-
peces sont mesurées simultanément par manque
de matériel (Michaels et al. [1995)). Dans le cas
de mesures par analyseur infrarouge (Altenbach,
1987), les foraminiferes peuvent étre mesurés in-
dividuellement. Selon I’auteur, une cinquantaine
d’échantillons peuvent étre analysés en une jour-
née, mais la description de la méthode permet de
supposer que la préparation des individus pour les
mesures est assez longue et complexe. Dans cet
article ainsi que dans la thése associée a la publi-
cation (Altenbach, |1985)), les courbes de biomasse
(carbone organique dans ce cas) en fonction de
la taille ne sont basées que sur 10 a 20 indivi-
dus. De plus, la précision de cette méthode n’est
que de 1 pg de carbone organique. Le manque de
points de données rend difficile I’application de
tests statistiques, et donc la robustesse des jeux de
données est difficilement évaluable. La deuxieme
contrainte liée aux mesures de carbone organique,
que ce soit par analyseur infra-rouge ou analyseur
CHN, est le fait que ces techniques sont destruc-
trices. En effet, si I’on veut mesurer uniquement
le carbone organique, le test calcitique doit préa-
lablement étre dissous a I’acide. La destruction de
ce test rend impossible toutes études supplémen-
taires telles que des analyses morphométriques,
des analyses de poids ou encore des analyses de
la chimie du test.

L’utilisation du contenu protéique en tant
que proxy de biomasse permet d’éviter ces
contraintes. Grace aux petits volumes utilisés, les
mesures sont effectuées sur des foraminiferes iso-
1és, et permettent ainsi d’accéder a la variabilité
inter-individuelle. De plus, le nouveau protocole
développé permet d’analyser plusieurs centaines
d’individus par jour, la préparation de ces indi-
vidus est rapide et simple, et la méthode est non
destructive dans la mesure ol un choc osmotique
peut étre appliqué aux especes ayant de grandes
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ouvertures et un test fin. Une ultrasonication peut
étre envisagée avec précaution pour les autres es-
peces.

Un des désavantages de la méthode BCA
est que, étant donné la rapide dégradation des
protéines, les individus doivent étre congelés a
—80°C si ils ne peuvent pas €tre analysés im-
médiatement. L’équipement nécessaire n’est pas
toujours disponible, lors de missions en mer
par exemple. Cet obstacle peut étre facilement
contourné, le matériel nécessaire pour les me-
sures de protéines (NanoDrop principalement)
étant trés transportable grice a sa petite taille
et son faible poids, et pouvant étre utilisé éga-
lement a bord d’un bateau. Des études pré-
cédentes effectuées sur des bactéries marines
(Simon and Azaml|, [1989; Zubkov et al., [1999) et
sur des ciliés (Zubkov and Sleigh, |1995) ont mon-
tré que le rapport entre le contenu protéique et
le contenu en carbone organique est équivalent
(1 : 1). Ces études laissent a priori penser que
chez les foraminiféres, ce rapport pourrait étre le
méme.

On peut néanmoins se demander : quel est
exactement le lien entre ces deux mesures chez
les foraminiferes ? Est ce qu’une étude basée sur
des mesures de carbone organique est comparable
a une étude basée sur le contenu protéique ? Afin
de répondre a ces questions, nous avons mesuré
sur deux groupes d’individus de taille similaire
d’une part le carbone organique, et d’autre part le
contenu protéique. Les mesures de protéines ont
été effectuées au laboratoire BIAF, selon le pro-
tocole mis au point dans la premiere partie de ce
chapitre. Les mesures de carbone organique ont
été effectuées a I'[FREMER Nantes.

2.3.2 Matériel

Le premier millimetre de sédiment a été échan-
tillonné sur le platier tidal de la Baie de 1’Ai-
guillon (10 km au nord de La Rochelle). De re-
tour a I’Université d’Angers, les sédiments ont
été tamisés et les foraminiferes ont été préle-
vés dans trois classes de tailles : >150-200 um,
>200-250 pum et >315 um. Des spécimens vivants

d’Ammonia tepida ont été sélectionnés sur la base
de leur couleur jaune vif, et sur la présence d’un

kyste, indicateurs de leur vitalité et de leur santé.
Chaque foraminifere a été transféré dans plusieurs
bains successifs d’eau de mer micro-filtrée, et net-
toyés avec attention a I’aide d’un pinceau afin de
retirer la matiére organique collée au test. Pour
chaque classe de taille, une partie des foramini-
feres a été utilisée afin de mesurer le contenu pro-
téique, et le reste a été utilisé afin de faire des me-
sures de carbone et d’azote (Tableau [2.1)). Pour
les trois fractions >150-200 um, >200-250 um
et >315 um, un total de 428, 454 et 404 spéci-
mens respectivement ont été prélevés. Les me-
sures de protéines ont été effectuées a 1’échelle
individuelle, tandis que les mesures de carbone
et d’azote ne pouvaient étre effectuées que pour
un minimum d’environ 100 individus. Par consé-
quent, les foraminiféres destinés a étre utilisés
pour les mesures de protéines ont été stockés in-
dividuellement dans des tubes Eppendorf, et les
foraminiferes destinés aux mesures de carbone et
d’azote ont été stockés par groupes (Tableau [2.1)).
Tous les spécimens ont ensuite été congelés a
—80°C.

2.3.3 Méthodes

2.3.3.1 Mesures de protéines
spectrophotométrie

par nano-

Les mesures de protéines ont été effectuées
suivant le protocole décrit dans 1’article présenté
dans la premiere partie de ce chapitre 2] Nous
avons démontré précédemment, section 2.2 que
pour l'espece A. fepida, 1’extraction du cyto-
plasme est incompléte avec 'usage d’un choc
osmotique. Afin d’étre certains que toutes les
protéines aient été mesurées, nous avons choisi
d’écraser les individus. Pour cette expérience,
les foraminiferes ont donc été écrasés a 1’aide
d’une aiguille juste apres I’ajout du réactif. Pour
la classe de taille >150-200 um, 18 spécimens
ont été analysés. Pour les classes de taille >200-
250 um et >315 pum, respectivement 15 et 19 indi-
vidus ont été étudiés.

2.3.3.2 Mesures élémentaires de carbone et
d’azote

Les mesures de carbone et d’azote ont été effec-
tuées grace a un analyseur élémentaire (Thermo
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TABLE 2.1: Nombre d’individus de I’espece Ammonia tepida analysés pour chaque classe de taille et
type de mesures effectuées. Echantillons prélevés le 16 avril 2012 a la baie de I’ Aiguillon.

Classe de taille (um) Mesures Nombre de spécimens
Corg> N 211
150-200 Corg: N 199
Protéines 18
Corg, N 150
Corgs N 95
200-250 Corg> N 93
Corgs N 101
Protéines 15
Corgs N 195
>315 Corg» N 190
Protéines 19

EA1112, Thermo Scientific Flash 2000). Pour
cela, les échantillons sont déposés dans des na-
celles en argent (sauf pour le carbone total ou
une nacelle en étain a été utilisée) et placés dans
I’appareil. L’échantillon contenu dans la capsule
d’argent est introduit automatiquement dans une
colonne en acier inoxydable maintenue a la tem-
pérature de 950°C et dans lequel passe un cou-
rant d’hélium. A I’introduction de 1’échantillon,
le courant d’hélium est automatiquement enri-
chi par une quantité déterminée d’oxygene pur,
provoquant ainsi la combustion flash & une tem-
pérature d’environ 1800°C de la capsule et de
I’échantillon. Les gaz de combustion entrainés
par le courant d’hélium passent sur un cataly-
seur d’oxydation qui les transforme en CO9, H2O,
N;O,... Ces gaz passent alors par un tube en
quartz maintenu a la température de 750°C sur
un deuxieéme catalyseur (cuivre réduit) qui va ré-
duire les oxydes d’azote en azote élémentaire et
piéger ’exces d’oxygene. A la sortie du tube, on
trouve en plus du gaz vecteur hélium, les gaz No,
CO2 et HyO. Les produits non dosés sont pié-
gés. Les gaz obtenus sont séparés dans une co-
lonne de chromatographie et quantifiés par un dé-
tecteur a conductibilité thermique. Le signal ob-
tenu est comparé a une courbe d’étalonnage préa-

lablement établie (méme méthode que dans les

études sur le phytoplancton de Bougaran et al.,
2010; Marchetti et al., [2012).

Les spécimens d’A. tepida ont été analysés par
groupes (Tableau[2.T)). Pour chaque échantillon, le
carbone et I’azote ont été mesurés simultanément.
Pour un des échantillons (classe de taille >200-
250 um), le carbone total a été mesuré : c’est-a-
dire que les individus ont été mesurés entiers, avec
leur test. Pour le reste des échantillons, le test cal-
caire a été dissous a I’acide chlorhydrique (HCI),
les foraminiferes ont été placés dans les nacelles
en argent, et 30 uL d’HCI ont été ajoutés. Cette
étape a été répétée plusieurs fois, jusqu’a 1’arrét
de I’ébullition, indiquant que la totalité des tests
ait été dissous. Pour la fraction >150-200 um, le
carbone organique de 410 individus a été mesuré
(deux groupes de 211 et 199 spécimens). Pour la
fraction 200-250 pum, un total de 245 individus a
servi pour les mesures de carbone organique (2
mesures), et 194 individus ont été utilisés pour
les mesures de carbone total (2 mesures). Pour la
fraction >315 um, le carbone organique de deux
groupes d’individus, 195 et 190 individus, a été
mesuré.
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TABLE 2.2: Valeurs moyennes et écarts types obtenus pour les différentes mesures (carbone organique,
carbone total, azote et protéines) effectuées sur des individus d’Ammonia tepida. Pour chaque mesure
d’azote, une valeur de carbone organique totale théorique a été calculée d’apres les résultats obtenus par

Michaels et al.| (1995).

Classe de Mesures Nombre de Nombre de Valeur moyenne
taille (um) spécimens mesures des mesures
(ug.ind~1)
Corg 410 2 0,596
150-200 CL héer 410 2 0,275
N 410 2 0,048
Protéines 18 18 0,288
Corg 338 3 0,911
CLhor 439 4 0,612
200-250 Crot 194 1 1,416
N 439 4 0,106
Protéines 15 15 0,758
Corg 385 2 3,234
>315 CLheor 385 2 1,773
N 385 2 0,306
Protéines 19 19 2,115
20 _ 2.3.4 Résultats
2.3.4.1 Mesures de protéines : comparaison
T 25 des trois classes de taille
; La figure [2.1] présente le contenu protéique
S 2,0 des individus des trois classes de taille. Les in-
E dividus dont la taille est comprise entre 150 et
% 15 200 um ont un contenu protéique qui varie entre
S 0,026 et 0,529 ug (on observe néanmoins une va-
% leur extréme de 0,873 ug), avec une moyenne de
:g 1.0 o — 0,288 ug (Tableau[2.2)). Les individus de la classe
a de taille supérieure (200-250 um), ont un contenu
§ 05— protéique qui varie entre 0,428 et 1,121 pg, et
g une moyenne de 0,758 pg. Enfin, les individus
© % dont la taille dépasse 315 ym ont un contenu pro-
00 n=18 n=15 n=19 téique entre 0,951 et 3,063 g, et une moyenne de
>150.200 >200-250 >315 2,115 pg.

Classe de taille des individus
(diametre du test, en um)

FIGURE 2.1: Contenu protéique individuel chez Am-
monia tepida pour trois classes de taille ( 150-200 um,
200-250 um, >315 pum). Pour chaque classe de taille
sont représentés la plus petite observation, le quartile
inférieur, la médiane, le quartile supérieur, et la plus
grande observation. On note la présence d’un point ex-
tréme pour la classe de taille 150-200 um (rond noir).
Les échelles pour les trois classes de taille sont diffé-
rentes.



30 CHAPITRE 2. MISE AU POINT ET VALIDATION DU PROTOCOLE

1,04 A 151B 0 354 C
o
;I« O 3,04
2 08
o
=2 O 2,5
g 1,0 4 o
S 061 8 201
E T 0
g [ 1,5
0,4
()]
3 0,5 ¢
c
[0} 1,0
: 8
5 0,2
é 0,5
o
1 (o
004 n=18 n=2 n=2 n=2 009 np=15 n=3 n=3 n=1 n=4 | 004 n=19 n=2 n=2 n=2
Prot.  Coy  Cogr N Prot.  Coug  Coe™  Cyy N Prot.  Cpy  Cog’ N

Différents constituants d’A.tepida

FIGURE 2.2: Comparaison des différentes mesures effectuées sur le foraminifere Ammonia tepida pour chaque
classe de taille : (A) 150-200 um, (B)200-250 pum et (C) >315um. Les mesures de protéines sont représentés sous
forme de boxplot : plus petite observation, quartile inférieur, médiane, quartile supérieur, et plus grand observation.
On note la présence d’un point extréme pour la classe de taille 150-200 pm(rond noir). Les données élémentaires
(carbone et azote) sont représentées par des losanges. Chaque losange correspond a une mesure (voir tableau 2.2

pour le nombre d’individus par mesure).

2.3.4.2 Comparaison des mesures de pro-
téines et des mesures de carbone et
d’azote

Les figures 2.2A, 2.2B et 2.2C permettent de

comparer les mesures de protéines, et les me-
sures élémentaires (carbone organique, carbone

total et azote) qui ont été analysées pour A. te-
pida. Sur ces figures, les protéines sont représen-
tées a gauche sous forme de boxplots. Dans la par-
tie de droite, sont représentées avec des losanges
les mesures élémentaires. Pour les trois classes
de taille, le carbone organique et 1’azote ont été
mesurés. Pour la classe de taille 200-250 pg, une
mesure de carbone total additionnelle a été effec-
tuée. Il a été démontré que le rapport C' : N des
foraminifeéres est de 5,8 (Michaels et al., [1995).
D’apres ces données, une valeur de carbone or-
ganique théorique a été calculée pour chaque me-
sure d’azote qui a été faite sur les foraminiferes
pour chaque classe de taille. Ces valeurs de car-
bone organique théorique sont également repré-
sentées sur les figures 2.2]A, 2.2B et 2.2IC. Pour
les trois classes de taille, on peut voir une nette
différence entre les valeurs de carbone organique
mesurées et les valeurs théoriques.

2.3.5 Discussion

Les individus des trois classes de taille pré-
sentent des contenus protéiques tres différents, et
cela malgré une certaine variabilité au sein de
chaque classe de taille (Fig. [2.). La classe de
taille la plus grande présente une plus grande va-
riation des contenus protéiques par rapport aux
deux autres. Ceci peut facilement s’expliquer
par le fait que cette classe de taille n’a pas de
« borne » supérieure, et peut contenir aisément
des individus dépassant les 500 um de diametre.
La taille des individus étant corrélée au volume
de ces organismes, nous pouvons donc interpré-
ter les différences observées dans les trois classes
de taille comme résultant des variations de la bio-
masse.

Lorsqu’on compare les mesures de carbone or-
ganique « théoriques » avec les mesures carbone
organique mesurées (Figures [2.2]A,[2.2B et[2.20),
on observe que ces dernicres sont systématique-
ment supérieures, pour chaque classe de taille.
Cela signifie que nous avons mesuré plus de car-
bone que ce qui est prédit d’apres les données de
Michaels et al.| (1995). De plus, entre deux me-
sures pour une méme classe de taille, les me-
sures d’azote présentent des valeurs extrémement
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proches comparées aux valeurs de carbone orga-
nique mesurées qui présentent une plus grande
disparité, pour les trois classes de taille. Ces deux
arguments permettent de penser que lors des me-
sures de carbone organique, les tests calcitiques
des individus d’A. fepida n’ont pas été enticre-
ment dissous. Il est probable que les chambres in-
ternes de 1’organisme n’aient pas été en contact
avec I’HCI. Une partie du carbone inorganique
aurait donc été mesurée en méme temps que le
carbone organique présent dans la cellule. 11 est
donc conseillé de n’utiliser cette méthode qu’avec
précautions. Les valeurs « théoriques » de car-
bone organique calculées sont probablement plus
proches des valeurs réelles dans 1’organisme et
sont donc considérées plus fiables que les valeurs
de carbone organique mesurées apres dissolution
du test.

Les valeurs calculées de carbone organique «
théorique », malgré le fait que seulement 2 ou
3 mesures aient été effectuées, représentent 410,
338 et 385 individus (pour les classes de taille de
150-200 pum, 200-250 pm et >315 um respecti-
vement). Chaque point représente donc une va-
leur moyenne pour I’ensemble des individus me-
surés. Pour toutes les classes de taille, toutes les
valeurs de carbone organique calculées a partir
du contenu en azote sont au milieu de la gamme
de valeurs mesurées de protéines (Figures [2.2A,
2.2B et 2.2C). Ces deux mesures s’exprimant
dans la méme unité, nous pouvons en déduire que
ces deux proxies de biomasse sont comparables et
donnent des résultats quantitativement similaires.
Lors des mesures de biomasse, plusieurs facteurs
peuvent expliquer la variance de la biomasse ob-
servée pour des individus de taille similaire, ainsi
que les valeurs différentes entre ces deux mé-
thodes :

— Les foraminiferes produisent une matrice
organique qui sert de support lors de la
calcification (Hemleben et al. (1989). Les
parts solubles et insolubles de cette matrice
comptent pour 0,1% a 0,2% du poids to-
tal du test (Weiner and Erez, [1984; Langer,
1992). Cette matrice est constituée princi-
palement de polysaccharides (glycosami-
noglycans), ainsi que d’une faible quan-

tité de protéines, environ 0,5% du poids de
la matrice. Les quantités de carbone orga-

nique et de protéines contenues dans cette
matrice étant incontestablement en dessous
des seuils de détection des appareils utili-
sés, il est peu plausible qu’un contact d’une
partie de ces protéines avec le réactif de la
méthode BCA engendre un biais dans les
mesures.

— Il est possible qu’une infime part des quan-
tités mesurées (protéines et carbone orga-
nique) soit liée a ’activité de nutrition de
I’organisme. En effet, lors de I’ingestion, la
nourriture du foraminifere est stockée dans
des vacuoles digestives. La quantité et le
type de nourriture ingérée par 1’organisme
avant son prélevement sont donc suscep-
tibles d’avoir un impact sur les mesures de
biomasse.

— Lors de la préparation des foraminiferes,
chaque individu est nettoyé consciencieu-
sement afin d’éviter toute contamination
liée a de la maticre organique accumulée
sur le test. Néanmoins, il est possible que
dans certains cas, une faible quantité de ma-
tiere organique ait été piégée au niveau de
I’ouverture du test et ait été mesurée en
méme temps que la biomasse de I’orga-
nisme.

— Les foraminiferes présentent un test plus
ou moins concentré (cf. Hamilton et al.,
2008) : chez certains individus, 1’endo-
plasme n’occupe pas toutes les chambres,
et chez de nombreux organismes, la der-
niere chambre semble visuellement vide, ne
contenant que de 1’ectoplasme qui semble
moins concentré en matieére organique.

— La présence de symbiontes chez certaines
especes peut introduire des différences de
biomasses de part (1) la mesure directe de
la biomasse des symbiontes, et (2) I’effet de
I’interaction entre I’hdte et les symbiontes
peut entrainer des différences de densité du
cytoplasme entre des individus avec et sans
symbiontes. Cette hypothése sera discutée
dans le chapitre 4

Il est difficile d’évaluer dans quelle mesure ces
facteurs peuvent introduire une variabilité dans
des mesures de biomasse, quelle que soit la mé-
thode utilisée.
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2.3.6 Conclusion

L’usage de la méthode BCA pour mesurer les
protéines chez des foraminiferes isolés présente
divers avantages dont la rapidité de la préparation
des échantillons, et la précision des résultats. Elle
permet également d’analyser individuellement un
plus grand nombre de spécimens, ce qui augmente
la robustesse des données.

Dans la suite de cette these, la méthode BCA
sera utilisée afin de mesurer la biomasse de fora-
miniferes benthiques dans le cadre d’expériences
de culture, et de foraminiféres planctoniques issus

de prélevements in situ .

Nos résultats suggerent que les valeurs de
protéines obtenues grdice a la méthode BCA
peuvent étre extrapolées a des valeurs de car-
bone organique et ainsi permettre utilisation
du contenu protéique en tant que proxy de bio-
masse.

Les données obtenues a aide de la méthode
BCA seront donc interprétées sans facteur de
correction en tant qu’équivalentes aux mesures
de carbone organique.



Chapitre 3

Approche expérimentale : Impact de la
concentration de nourriture sur la
biomasse du foraminifere benthique
Ammonia tepida

Foraminifére benthique Ammonia tepida, individu vivant échantillonné a la Baie de 1’ Aiguillon, 10km au nord de
La Rochelle, France. Diameétre de I’individu : 555 pum.
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3.1 Introduction

La nutrition des foraminiféres benthiques est
un sujet important ayant fait 1’objet de nom-
breuses études (e.g. [Lutze and Coulbourn, [1984).
Les premieres expériences de culture de forami-
niferes benthiques ont été effectuées par Myers
(1935)). Le travail de |Kitazato| (1981) depuis les
années 1980, ainsi que de nombreuses autres
études (Nyholm, (1961} |Gross, [1998; |Stouff,
1998; |Heinz et al.l 2002) ont permis de mon-
trer la faisabilité des cultures de foraminiferes,
et en affinant les techniques de cultures, ont
pu observer la croissance et la reproduction de
ces organismes. Moodley et al.| (2000) ont mon-
tré I’importance des foraminiferes benthiques
dans les réseaux trophiques benthiques, en par-
ticipant de maniere significative a la fixation
et au recyclage du carbone, de 1’azote et du
phosphore issus de la matiere organique détri-
tique (e.g. Murray and Murrayl, [1973)). L’ étude de
Witte et al.|(2003) a confirmé le rdle essentiel que
jouent les foraminiferes benthiques dans la dégra-
dation et le recyclage de la matiere organique au
niveau de la surface des sédiments, notamment
apres un pulse de phytodétritus (Lampitt et al.,
1993)), malgré le fait que la méiofaune ne compte
que pour 0,5 2 0,8 % (Heip et al.,[2001)). D autres
études ont permis de montrer une sélection préfé-
rentielle de certains types de nourriture chez les
foraminiféres benthiques, de comparer ’inges-
tion entre différentes espeéces, le comportement
apres I’apport de matiere organique labile, ou en-
core la réponse a différents types de nourriture
(Heinz et al., |2002; [Larkin, 2006} [Nomaki et al.|
2005alb, [2006; [Suhr et al., 2003).

L’espece de foraminifere benthique Ammo-
nia tepida a été intensément étudiée dans son
milieu naturel par le biais de nombreuses
études d’écologie et de paléoécologie (Brooks),
1967; Bradshaw, |[1968; |[Debenay et al., [1998;
Armynot du Chatelet et al.l, 2005; Morvan et al.,
2004, 2006; [Toyofuku et al.,[2011)). Les études en
laboratoire menées sur cette espece ont permis
d’apporter des éléments importants concernant sa
croissance (Bradshaw), [1957; [Stouff], |1998)), son
mode de reproduction (Goldstein and Moodleyl,

1993} |Stouff, [1998) ainsi que ses tolérances
écologiques et physiologiques (Schnitker, 1974;

Bradshawl, |1961; Morvan et al., 2004). L’ abon-
dance et la robustesse de cette espece en fait I’ou-
til idéal pour des expériences de nutrition en labo-
ratoire.

Pour cette étude, nous avons choisi de tes-
ter I’influence de la quantité des apports nutri-
tifs sur la biomasse d’individus d’A. tepida. Nous
avons utilisé le microphytobenthos comme source
d’éléments nutritifs dans notre étude car il joue
un rdle crucial dans les chaines trophiques des
environnements cotiers (Orvain et al., 2003). Le
microphytobenthos est 1’assemblage de micro-
algues vivant dans la partie supérieure du sédi-
ment (principalement diatomées et cyanobacté-
ries). La biomasse des individus a été mesurée au
bout de différents temps d’incubation avec diffé-
rentes concentrations de microphytobenthos.

Ces premieres expériences ont ainsi permis de
vérifier la validité d’une application de la mé-
thode BCA dans des expériences de culture chez
les foraminiferes (Jourdren, |2012)). Une partie des
expériences a été effectuée a I’Université de La
Rochelle, Laboratoire Llttoral, ENvironnement et
Sociétés (LIENSs), Pr. C. Dupuy.

3.2 Matériel et méthodes

Nous avons soumis les individus d’A. tepida a
trois conditions expérimentales différentes : sans
nourriture, incubés dans une solution a faible
concentration en microphytobenthos, et incubés
dans une solution a forte concentration en micro-
phytobenthos. Les différentes concentrations en
microphytobenthos ont été choisies afin de simu-
ler des périodes de faible et forte productivité pri-
maire (Pascal et al., 2008a,b)).

L’assimilation de la nourriture par A. te-
pida étant relativement rapide (3 a 53 heures,
Moodley et al.l [2000), une vingtaine d’individus
ont été prélevés au bout de trois temps d’incuba-
tion pour chaque condition expérimentale, entre
6 et 46 heures. La biomasse des individus a été
mesurée grace a la méthode BCA, et elle a été
comparée a la biomasse d’un groupe d’indivi-
dus prélevés au début de I’expérience (groupe de
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controdle). Les expériences de nutrition en culture
ont été conduites a I’Université de La Rochelle,
les mesures de biomasse par la méthode BCA ont
été effectuées a I’Université d’ Angers.

3.2.1 Lieu d’échantillonnage et préleve-
ment des foraminiferes

Les individus d’A. tepida ont été prélevés le
19 mars 2012 sur le platier tidal de la Baie de
I’ Aiguillon, au nord de La Rochelle, France. Pour
cela, le demi centimetre supérieur de sédiment a
été échantillonné. Le sédiment a ensuite été lavé
entre deux tamis de 200 et 315 um de maille,
afin de prélever uniquement des individus adultes
de taille moyenne. A ’aide d’une loupe binocu-
laire (Leica, grossissement x 125), les individus
d’A.tepida ont été sélectionnés d’apres leur cou-
leur jaune vif, ainsi que sur la présence d’un kyste
attestant de la vitalité de I’individu (Gross, [1998)).
Chaque foraminifere a été prélevé et nettoyé avec
attention a I’aide d’un pinceau afin d’éviter toute
contamination en matieére organique, c’est a dire
éliminer toute source d’apport de nourriture pro-
venant du milieu naturel. Les individus ont en-
suite été conservés dans de I’eau de mer micro-
filtrée dans des plaques munies de puits (Thermo
Fisher Scientific, Multidish 6 Wells) pour I’ex-
périence de nutrition. Le nettoyage des centaines
d’individus requis pour I’expérience a pris plu-
sieurs jours. Les individus ont été échantillonnés
et nettoyés pres de 48h avant le début de 1’expé-
rience de nutrition, et ont conséquemment été pri-
vés de nourriture pendant ce laps de temps.

3.2.2 Prélevement du microphytoben-
thos et préparation des solutions
nutritives

Pendant la méme campagne d’échantillonnage
(méme lieu et méme date), les deux premiers mil-
limetres du sédiment ont été échantillonnés sur
une surface de 1 m?. Afin de récolter le microphy-
tobenthos (protocole détaillé dans |Orvain et al.
(2003))), nous utilisons sa propriété naturelle a
migrer verticalement dans le sédiment pour se
concentrer a la surface au moment de la ma-
rée haute. Ainsi, de retour au laboratoire de La
Rochelle, le sédiment a été étalé dans des bacs,
et trois couches superposées de filets (maille

200 um) ont été disposées a la surface. A 1’heure
de la marée haute suivante, le microphytobenthos
a migré vers la surface, et s’est retrouvé piégé
dans les filets. Les filets ont ensuite été lavés dans
de I’eau de mer microfiltrée (0,2 um). Apres ex-
traction des pigments dans I’acétone, la solution
obtenue a été dosée en chlorophylle a au spectro-
photometre. A partir de cette solution mere, deux
solutions de différentes concentrations en chloro-
phylle a ont été préparées. La premiere solution
représente des conditions environnementales de
faible productivité primaire, avec une concentra-
tion en chlorophylle a de 6,3 pg/mL (Pascal et al.,
2008a,b; Maclntyre et al., [1996). La seconde so-
lution simule des conditions de forte productivité
primaire, avec une concentration en chlorophylle
a de 63 pg/ml de sédiment.

3.2.3 Expériences de nutrition

Au cours de nos expériences, trois conditions
de nutrition ainsi que trois temps d’incubation
ont été testés (Tableau [3.1). Pour le temps TO
(contrdle), 40 spécimens d’A. tepida ont été pré-
levés des le début de I’expérience. Ils serviront
de témoin de la biomasse protéique des forami-
niféeres au début de I’expérience, soit environ 48h
apres I’échantillonnage. Ces individus ont été im-
médiatement congelés a -80°C pour étre conser-
vés jusqu’a ce que leur biomasse soit analysée.

Les autres 540 spécimens ont été placés dans
des plaques munies de puits de 5 ml en volume
utile. Vingt individus ont été placés dans chaque
puits. Les individus d’A. tepida ont été soumis a
trois conditions de régime nutritif :

— 180 individus ont été placés dans des puits
avec SmL d’eau de mer microfiltrée, sans
aucune nourriture. Ce groupe a permis de
quantifier I’évolution de la biomasse des in-
dividus en I’absence d’apports nutritifs.

— 180 individus ont été placés dans des puits
remplis de SmL de la solution de microphy-
tobenthos a faible concentration en chloro-
phylle a (6,3 pg/ml).

— 180 individus ont été placés dans des puits
remplis de SmL de la solution de microphy-
tobenthos a forte concentration en chloro-
phylle a (63 pg/ml).
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TABLE 3.1: Contenu protéique moyen d’Ammonia tepida pour chaque temps (T) de culture et chaque

condition de I’expérience. Pour chaque temps de culture, trois réplicats (R1-R3) ont été effectués.

Conditions de culture Temps Nombre Réplicat Contenu protéique (ug) :
de culture d’individus
Moyenne Ecart type
- TO 40 - 1,611 0,323
20 R1 1,309 0,413
Tl 20 R2 1,486 0,307
20 R3 1,206 0,377
20 R1 1,538 0,350
Non nourris T2 20 R2 1,397 0,213
20 R3 1,300 0,376
20 R1 0,957 0,311
T3 20 R2 0,748 0,400
20 R3 1,078 0,319
20 R1 1,243 0,336
Tl 20 R2 1,318 0,538
20 R3 1,483 0,335
20 R1 1,428 0,696
Microphytobenthos T2 20 R2 1,432 0,445
Basse concentration
6,3 pg/mL de chloro- 20 R3 1,211 0,260
phylle a
20 R1 1,452 0,389
T3 20 R2 1,581 0,403
20 R3 1,548 0,593
20 R1 1,406 0,488
T1 20 R2 1,599 0,561
20 R3 1,631 0,513
20 R1 1,423 0,514
Microphytobenthos T2 20 R2 1,513 0,649
Forte concentration
63 pg/ml de chlorophylle 20 R3 1,179 0,516
a
20 R1 1,859 0,528
T3 20 R2 1,830 0,418
20 R3 1,483 0,643
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Pour chaque condition expérimentale, un tiers
des individus (60) ont été prélevés a chaque temps
(T) d’incubation : 6, 22 et 46 heures de culture
(T1, T2 et T3 respectivement). Ces groupes de
60 individus, provenant de 3 puits différents (20
ind. par puits), constituent des séries de 3 réplicats
pour chaque temps d’incubation et chaque condi-
tion de régime nutritif.

A la fin de chaque temps d’incubation, les indi-
vidus prélevés ont été nettoyés avec attention dans
plusieurs bains d’eau de mer microfiltrée. Apres
avoir été rincés une derniere fois dans une goutte
d’eau Milli-Q, ils ont ensuite été immédiatement
congelés a -80°C afin de les préserver pour la me-
sure de biomasse.

Un total de 580 individus (40 pour TO; et 20
individus pour chacun des 3 temps d’incubation
et chacune des 3 conditions de nourriture, répli-
qué 3 fois) a été analysé lors de cette expérience
(Tableau [3.1).

3.24 Mesures de protéines par nano-
spectrophotométrie

Au cours de ces expériences, des individus
adultes appartenant a la méme classe de taille
(200 a 315 um) ont été utilisés. La biomasse ini-
tiale de ces individus est donc sensée présenter
des valeurs sensiblement proches entre les diffé-
rents individus. Le contenu protéique a été me-
suré grace a la méthode BCA développée par
Smith et al.| (1985) et spécialement adaptée pour
'usage sur les foraminiferes (cf. Chapitre 2] sec-
tion @], Movellan et al.| [2012)). Pour cette expé-
rience, le test de chaque foraminifere a été écrasé
a I’aide d’une aiguille afin de s’assurer que le cy-
toplasme ait été libéré, et que toutes les protéines
contenues dans la cellule soient en contact avec le
réactif.

3.2.5 Modele statistique

Un modele global a été créé afin de tester des
différences en contenu protéique pour (1) les dif-
férents réplicats, (2) les différents temps d’incu-
bation et (3) les trois conditions de régime nutritif.

Ce modele a été créé grace au logiciel R (version
2.12.1). L’ utilisation d’un modele global présente

I’avantage de limiter le nombre de tests, et ainsi
réduit le risque d’erreurs d’interprétation.

Pour la construction de ce modele la condition
expérimentale avec faible quantité de microphy-
tobenthos a été choisie comme référentiel car elle
est intermédiaire aux deux autres. C’est-a-dire
que les différents parametres testés seront donc
comparés systématiquement a cette condition in-
termédiaire. Le modele a été créé afin de mon-
trer les corrélations entre le contenu protéique et
le logarithme du temps, afin de mieux prendre
en compte les écarts hétérogenes entre les diffé-
rents temps d’incubation. Le modele créé est po-
lynomial d’ordre deux, afin de prendre en compte
les interactions entre les temps d’incubation et les
conditions de régime nutritif. Enfin, pour le temps
TO, un seul prélevement de 40 individus a été ef-
fectué. Afin de simuler un échantillonnage consti-
tué de 3 réplicats d’une quinzaine d’individus
pour chaque condition expérimentale, les conte-
nus protéiques d’individus ont été simulés statis-
tiquement en respectant la moyenne et 1’écart type
de I’échantillonnage initial.

3.3 Résultats

3.3.1 Contenu protéique pour chaque
condition expérimentale

L’évolution de la biomasse pour chaque condi-
tion, chaque temps d’incubation et chaque répli-
cat est illustrée par les figures et Les
valeurs extrémes de biomasse mesurées sur 1’en-
semble des individus d’Ammonia tepida varient
de 0,058 & 3,315 ug de protéines, avec une bio-
masse moyenne de 0,748 a 1,859 pg de protéines.
Les valeurs moyennes et écarts types pour chaque
condition, chaque réplicat et chaque condition ex-
périmentale sont présentés en détail Tableau 3.1}

3.3.2 Evolution de la biomasse protéique
au cours du temps en fonction des
trois conditions de régime nutritif

Sur la figure [3.4] sont représentés les contenus
protéiques d’A. tepida en fonction des temps d’in-
cubation pour les trois conditions de régime nu-
tritif. Chaque marque représente la moyenne des
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FIGURE 3.1: Biomasse protéique d’Ammonia tepida
incubée sans nourriture pour chaque réplicat et chaque
temps d’incubation (T1=6 heures, T2=22 heures,
T3=46 heures). Le nombre d’individus retrouvés dans
le puits en fin d’expérience a été indiqué pour chaque
réplicat.

3,5- TO ™ T2 T3

3,04

2,5

o

2,0+

o

LT

1,0+

o

Contenu protéique par individu (ug.ind-")

\ \ \
0.091n=40 | n=13n=15n=14 | n=15n=15n=15 | n=15n=15 n=11

T0 | Rt R2 R3S | RI R2 R3 | R1 R2 R3

Différents réplicats pour chaque temps d’incubation
FIGURE 3.2: Biomasse protéique d’Ammonia tepida
incubée avec une faible concentration en microphyto-
benthos pour chaque réplicat et chaque temps d’incu-
bation (T1=6 heures, T2=22 heures, T3=46 heures).
Le nombre d’individus retrouvés dans le puits en fin
d’expérience a été indiqué pour chaque réplicat.

trois réplicats de chaque condition expérimentale
(encadrée de la barre d’erreur associée).

Le modele global a permis de quantifier les re-
lations entre les temps d’incubation et la quantité
de protéines mesurée chez les individus d’A. te-
pida pour les trois conditions de régime nutritif.
Le contenu protéique (y, en ug par individu) pré-
dit par le modele pour chaque condition est décrit
par les trois équations des courbes représentées
Fig[3.4:

— sans nourriture :
ya = —0,110ln(5+2)%+0, 363In(5+z)+1, 254

3.1

— faible concentration de microphytoben-
thos :

yp = 0,19In(5 + x) — 1.091in(5 + x) + 2,884

3.2)

— forte concentration de microphytobenthos :
yo = 0,146In(5 + ) — 0, 77In(5 + ) + 2,456
3.3)

avec :

— 94 : contenu protéique (ug.ind~!) en 1’ab-
sence d’apports nutritifs.

— yp : contenu protéique (ug.ind~') lorsque
les spécimens sont nourris avec une solu-
tion faiblement concentrée en microphyto-
benthos.

— yc : contenu protéique (ug.ind~1) lorsque
les individus sont nourris avec une solu-
tion fortement concentrée en microphyto-
benthos.

— x : temps d’incubation exprimé en heures.

Le modele statistique ne permet de montrer au-
cune différence significative (p > 0, 1) entre les
réplicats de chaque condition expérimentale.

Dans les trois conditions de nutrition, on ob-
serve une baisse de la biomasse protéique ini-
tiale jusqu’au temps T2 (22 heures). Lorsque les
foraminiféres n’étaient pas nourris, cette baisse
de biomasse est continue jusqu’au temps T3 (46
heures). Au contraire, pour les deux autres condi-
tions expérimentales, la biomasse augmente a la
fin de I’expérience entre les temps T2 et T3.
L’évolution de la biomasse au cours du temps
est significativement différente entre les individus
cultivés sans nourriture et les deux autres condi-
tions (p < 0,01). A la fin de I’expérience, nous
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FIGURE 3.3: Biomasse protéique d’Ammonia tepida
incubée avec une forte concentration en microphyto-
benthos pour chaque réplicat et chaque temps d’incu-
bation (T1=6 heures, T2=22 heures, T3=46 heures).
Le nombre d’individus retrouvés dans le puits en fin
d’expérience a été indiqué pour chaque réplicat.

observons que les individus d’A. fepida nour-
ris avec une solution a forte concentration en
microphytobenthos présentent une biomasse en
moyenne supérieure aux individus nourris avec
une solution faiblement concentrée, cependant
cette différence n’est pas significative statistique-
ment (p > 0, 05).

3.4 Discussion

Le modele mis en place a permis de mon-
trer que les réplicats n’ont pas d’influence signi-
ficative sur le contenu protéique. Cela confirme
qu’entre les réplicats, les contenus protéiques sont
similaires pour des individus ayant un diamétre
semblable et soumis au méme contexte nutri-
tif. Les variations de biomasse observées peuvent
ainsi étre interprétées en tant que résultat des trois
conditions expérimentales de nutrition auxquelles
les individus ont été soumis.

Dans les trois conditions expérimentales, on
observe une baisse de la biomasse au début de
Iexpérience entre TO et T2 (22h). Cette baisse

de biomasse peut étre liée soit au stress di a la
manipulation de I’individu : extraction du milieu
naturel, changement de température et d’humi-
dité du sédiment, épuisement du stock de nourri-
ture, soit plus simplement au fait qu’entre le pré-
levement de 1’échantillon et le début de 1’expé-
rience, environ 48 heures, les individus ont été
privés de nourriture. Cela signifierait qu’au dé-
but de I’expérience, les individus étaient en train
de « consommer » leur biomasse, et qu’un certain
temps est nécessaire avant 1’assimilation de nour-
riture et I’augmentation de la biomasse.

Cependant, Heinz et al.| (2012) ont mis en évi-
dence la production d’une protéine de stress
(Hsp70) chez différentes especes de foraminiferes
benthiques, dont A. tepida. Ici il s’agit d’une
protéine dont la production est induite par un
stress thermique. Si les conditions expérimen-
tales de notre étude étaient suffisamment stres-
santes pour qu’A. tepida produise des protéines
de stress (quelles qu’elles soient), cela voudrait
dire que parmi les protéines mesurées figurent des
protéines produites a cause du stress et non pas
en lien avec 1’alimentation. Néanmoins, lors des
conditions certainement tres stressantes de mise
en place de nos cultures (entre TO et T1), la bio-
masse protéique d’A. fepida a diminué, méme
en présence de forte concentration de nourriture.
Donc si A. tepida est sujette a produire des pro-
téines de stress, la quantité de ces protéines est
minime par rapport a la somme totale des pro-
téines des individus étudiés.

Les trois conditions expérimentales (1) sans
nourriture, (2) faible concentration en nourriture,
(3) forte concentration en nourriture, montrent un
lien entre la disponibilité en nourriture et la bio-
masse pour des individus de la méme espece et
de la méme taille. En I’absence d’apports nutri-
tifs, la biomasse diminue significativement et ra-
pidement. En effet, le contenu protéique est réduit
d’1/3 en 24h (entre T2 et T3). Ces résultats sont
cohérents avec la baisse de contenu protéique ob-
servée en cas de déficit en nutriments chez le phy-
toplancton (Moal et al., [1987).

Au contraire, en présence de nourriture, on ob-
serve une augmentation significative de la bio-
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FIGURE 3.4: Comparaison de 1’évolution de la bio-
masse protéique pour les trois conditions de culture.
Les courbes représentent I’évolution de la biomasse
pour chaque condition expérimentale telle que prédite
par le modele statistique mis en place. Les parametres
des régressions pour chaque condition expérimentale

sont données dans les équations 3.1 [3.2]et 3.3}

masse en 24h (entre T2 et T3) , qui correspond
a un accroissement de 12 & 25% du contenu pro-
téique.

L’expérience n’a pas permis de mettre en évi-
dence une différence significative entre des ap-
ports nutritifs de faible et forte concentration. Les
temps d’incubation choisis sont donc vraisembla-
blement trop courts pour distinguer des impacts
différents entre les deux concentration en micro-
phytobenthos choisies sur I’augmentation de bio-
masse chez A. tepida. Une expérience avec des
temps d’incubation plus longs permettrait de tes-
ter si (1) la différence entre les biomasses me-
surées en présence de faible et forte concentra-
tion en microphytobenthos s’accentue et devient
significative au cours du temps, et si (2) la bio-
masse des individus nourris continue a augmen-
ter, et jusqu’a quelle limite, et si elle se stabilise
pour atteindre un plateau.

L’augmentation de biomasse observée en pré-
sence de nutriments nous permet de déduire que

les individus ont ingéré une partie du microphy-
tobenthos au cours de I’expérience. Cependant,
cette expérience ne nous permet pas de distin-
guer I’ingestion de I’assimilation du microphyto-
benthos : la méthode BCA mesure de la méme
maniere la biomasse réellement assimilée et le
contenu des vacuoles nutritives et donc ne permet
pas de différencier ces deux parametres.

L’augmentation de biomasse observée peut étre
liée soit (1) a une augmentation de la taille des
individus par ajout de nouvelles loges, soit (2) a
une augmentation de la concentration en protéines
du cytoplasme. Cette deuxieme hypothese semble
plus probable, étant donné la durée réduite de
I’expérience. [Bradshaw| (1957) et [Stouff] (1998)
ont montré que les taux de croissance (ajout de
nouvelles loges) chez A. fepida sont lents par rap-
port a la durée de notre expérience.

3.5 Conclusion

Cette expérience préliminaire a permis de
montrer lutilité de la méthode BCA dans le
cadre d’expériences de culture, et ouvre la porte
a un grand nombre de nouvelles études.

Il serait par exemple pertinent de compléter
rapidement nos résultats par de nouvelles expé-
riences a temps d’incubation plus longs, pour tes-
ter différentes concentrations de microphytoben-
thos. Il serait aussi tres facile de mettre en ceuvre
des expérimentations avec différentes classes de
taille, pour tester la réaction d’individus a des
stades plus précoces de leur ontogénie. En effet, il
est possible qu’ils aient des taux de croissance et
d’assimilation des nutriments différents des spé-
cimens adultes que nous avons analysés. Un large
champ est ouvert aussi pour des expérimentations
sur différentes especes avec différents types de
nutriments...
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Chapitre 4

Approche in situ : La biomasse des
foraminiferes planctoniques actuels,
variabilité interspécifique, métabolisme et
impact du lieu d’échantillonnage

Hastigerina pelagica, 2011, Golfe de Gascogne, R/V Meteor 84/5. Diametre minimum : 844 um. La coloration
violette est due a I’utilisation d’acide bicinchoninique lors de la mesure de protéines. Cette photo a été utilisée en
couverture du journal scientifique Marine Micropaleontology de septembre 2012.
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4.1 Introduction

Les foraminiféres planctoniques jouent un rdle
majeur dans le cycle des carbonates marins
(Schiebel and Movellan, [2012; Buitenhuis et al.|
2012c). Leur biomasse reste encore tres peu com-
prise. Si de nombreuses études ont été effec-
tuées sur la biomasse des foraminiféeres ben-
thiques (e.g. |Gerlach et al., [1985; |[Korsun et al.,
1998; Murray and Alvel 2000), trés peu d’entre
elles traitent de la biomasse des foraminiferes
planctoniques. Michaels et al.| (1995) a quanti-
fié la biomasse de foraminiferes planctoniques
d’échantillons prélevés avec une pompe dans la
zone des Bermudes. Ces mesures, ont été réali-
sées a I’aide d’un analyseur CHN, sur des groupes
d’individus (de 8 individus a 112) de méme es-
pece, mais également d’especes différentes mé-
langées. Aucune mesure de biomasse n’a été ef-
fectuée jusqu’ici sur ces organismes a 1’échelle
individuelle. De ce fait, la variabilité interspéci-
fique, ainsi que les parametres, tels que les ap-
ports en nutriments ou la saison d’échantillon-
nage, pouvant avoir un impact sur la biomasse,
sont encore méconnus.

Dans 1’étude proposée dans ce chapitre nous
présentons des données de biomasse et morpho-
logiques, mesurées sur des foraminiferes planc-
toniques individuels échantillonnés au cours de
quatre missions océanographiques. Ces échan-
tillons on été prélevés dans différents bassin océa-
niques, a différentes stations, différentes profon-
deurs, et différentes saisons. Dans le chapitre [2]
nous avons adapté une méthode préexistante afin
de mesurer la biomasse protéique de foramini-
feres individuels. Dans ce chapitre, nous avons
testé cette méme méthode sur des foraminiféres
planctoniques, afin de quantifier le rendement sur
ces organismes. Le but de cette étude est de
comparer les biomasses de foraminiféres planc-
toniques échantillonnés et de mettre en évidence
la présence éventuelle de différences (1) interspé-
cifiques, (2) liées a la présence ou non de sym-
biontes, (3) liées au lieu (position géographique
et profondeur) et a la période d’échantillonnage.

4.2 Matériel et Méthodes

4.2.1 Echantillonnage

Les foraminiferes planctoniques vivants ont été
prélevés au cours de 4 missions en mer : R/V Po-
seidon 349 et R/V Poseidon377 (Agores, 2007 et
2008), R/V Meteor 84/5 (2011) et R/V Tansei-
Maru KT11-20 (2011). Pour chaque campagne,
plusieurs stations ont été échantillonnées a dif-
férentes profondeurs allant de 0 a 2500 metres
(Tableau [A.T)). Les échantillons de plancton ont
été prélevés a 1’aide d’un multinet Hydrobios-
midi (R/V Poseidon 349 et 377), d’un filet simple
(R/V Meteor 84/5) ou d’un filet avec étrangleur
(R/V Tansei-Maru KT11-20). Chaque échantillon
de plancton a été prélevé avec un filet de 100 um
de maille. Un total de 952 individus a été prélevé
au cours de ces 4 missions océanographiques, ap-
partenant & 26 especes différentes (Tableau 4.2)).
Pour chaque mission, les individus sélectionnés
ont été nettoyés avec un pinceau avec attention,
puis transférés dans plusieurs bains successifs
d’eau de mer micro-filtrée. Enfin, ils ont été rincés
une seconde dans de I’eau Milli-Q puis stockés
individuellement dans des tubes Eppendorf (1,5
ml). Pour les missions R/V Poseidon 349 et 377,
ces tubes ont été congelés a -80°C afin de pré-
server les organismes, et ramenés au laboratoire
d’ Angers afin d’étre analysés (protéines, morpho-
métrie et poids). Pour les missions R/V Meteor
84/5 et R/V Tansei-Maru KT11-20, les protéines
ont été mesurées directement a bord du navire au
cours de la campagne, et les tests des individus
ont été transférés a I’ Université d’ Angers dans des
cellules afin d’étre mesurés et pesés.

4.2.2 Mesure des protéines par nano-
spectrophotométrie

La biomasse protéique des individus de fo-
raminiféres planctoniques a été mesurée selon
la méthode BCA (Smith et al., |1985) adaptée
aux foraminiferes dans le chapitre [2] de cette
thése(Movellan et al.,[2012)). Les individus ont été
soumis a un choc osmotique afin de briser la
membrane cellulaire et libérer le contenu cyto-
plasmique dans le réactif. L efficacité et le ren-
dement de la méthode a été testée sur 25 spéci-
mens de Globorotalia hirsuta, Globorotalia sci-
tula, and Globigerinella siphonifera de la mis-
sion R/V Poseidon 349. Les trois especes pré-
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TABLE 4.1: Date, position géographique et échantillonnage des missions océanographiques ayant permis

d’échantillonner les foraminiféres planctoniques présentés dans ce chapitre.

Mission R/V Tansei- R/V Meteor R/V  Poseidon R/V  Poseidon
Maru KT11-20  84/5 349 377

Année 2011 2011 2007 2008

Mois Aot Juin Avril Décembre

Lieu Pacifique Nord Golfe de Gas- Acores Acores
ouest cogne

Latitude (°N) 40,5-41,1 42,6-46,1 30-37 29,1-35

Longitude (°W/°E) 141,5-142,6°E 2,4-9,4°W 20-22°W 15-22°W

Profondeur des filets 0-500 0-100 0-2000 0-2000

(m)

Nombre de stations 3 9 7 5

Nombre d’échan- 9 9 42 22

tillons

Nombre d’individus 216 413 231 92

analysés

sentent une architecture du test différente : globu-
laire avec de larges ouvertures (G. siphonifera),
discoidal avec des ouvertures de taille intermé-
diaires (G. hirsuta) et discoidal avec de petites
ouvertures (G. scitula). Les tests de ces indivi-
dus on été écrasés avec une aiguille, et leur bio-
masse protéique a été mesurée avec la méthode
BCA. Leur biomasse a été ensuite comparée a
celle d’individus intacts (soumis a un choc osmo-
tique) provenant des mémes populations. A I’is-
sue des mesures protéiques, chaque test a été récu-
péré a I’aide d’une pipette pasteur, et rincé a I’eau
douce. Ensuite, chaque organisme a été rangé in-
dividuellement dans une cellule pour les mesures
morphométriques ultérieures.

4.2.3 Mesures morphométriques et pe-
sées individuelles des tests des fora-
miniféres

Pour les analyses morphométriques, chaque

individu a été photographi¢ a I’aide d’un mi-

croscope semi-automatisé a lumiere incidente

(Bollmann et al., 2004). Les photographies ont

ensuite été analysées avec le logiciel analySIS®

(Bollmann et al., [2004; |Clayton et al., |2009) afin

d’obtenir les parametres morphométriques. Les

pesées ont été réalisées avec une microbalance

d’une précision de 0,1 pg (Mettler Toledo XP2U).
La microbalance a été utilisée dans une picce

a humidité et température constantes. Les tests
ont été pesés une fois vides et séchés suite a
la mesure de protéines effectuée précédemment.
Chaque test a été acclimaté au moins 12 heures
dans la salle de pesée avant d’étre pesé.

4.2.4 Validation de la qualité des données

Chaque point de données a été vérifié indivi-
duellement. Toutes les valeurs anormales de pro-
téines liées a des problémes de préservation de
I’individu (individus ayant été préservés dans du
formaldéhyde, ou probleémes liés a 1’échantillon-
nage) ont été retirées de la base de données.
Les individus donnant des valeurs de protéines
nulles ont été considérés comme morts, et n’ap-
paraissent donc dans aucun de nos graphiques ni
dans les analyses statistiques en ce qui concerne la
biomasse. La préservation de chaque test a été vé-
rifiée sous loupe binoculaire avant chaque mesure
morphométrique et chaque pesée. 1l a été décidé
au cas par cas si I’individu pouvait étre pesé et/ou
mesuré sans risque de biais dans 1’acquisition des
données (individus dont le test était endommagé).
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TABLE 4.2: Résumé des 916 individus appartenant a 26 especes et provenant de 4 missions océanogra-
phiques analysés pour leur biomasse protéique, morphométrie et masse du test. Les individus ont été
identifiés selon la taxonomie de |[Hemleben et al.| (1989)

Mission Profondeur Espece Nombre de
des filets spécimens
R/V Meteor 84/5 0-100 Biorbulina 1
R/V Tansei-Maru KT11-20 0-500 Globigerina bulloides 7
R/V Meteor 84/5 0-100 Globigerina bulloides 57
R/V Poseidon 377 60-700 Globigerina bulloides 3
R/V Meteor 84/5 0-100 Globigerina falconensis 2
R/V Poseidon 377 80-2000 Globigerina falconensis 6
R/V Poseidon 349 300-500 Globigerinella calida 1
R/V Poseidon 349 0-200 Globigerinella siphonifera 3
R/V Meteor 84/5 0-100 Globigerinella siphonifera 3
R/V Poseidon 377 0-2000 Globigerinella siphonifera 10
R/V Meteor 84/5 0-100 Globigerinita glutinata 7
R/V Poseidon 377 20-2000 Globigerinita glutinata 12
R/V Meteor 84/5 0-100 Globigerinita uvula 10
R/V Poseidon 349 100-200 Globigerinoides ruber 1
R/V Poseidon 377 0-2000 Globigerinoides ruber 14
R/V Tansei-Maru KT11-20  80-200 Globigerinoides sacculifer trilobus 1
R/V Meteor 84/5 0-100 Globigerinoides sacculifer trilobus 24
R/V Poseidon 377 20-100 Globigerinoides sacculifer trilobus 5
R/V Poseidon 349 0-2000 Globorotalia hirsuta 212
R/V Meteor 84/5 0-50 Globorotalia hirsuta 1
R/V Tansei-Maru KT11-20  0-500 Globorotalia inflata 8
R/V Meteor 84/5 0-100 Globorotalia inflata 69
R/V Poseidon 377 300-500 Globorotalia inflata 1
R/V Poseidon 349 300-1000 Globorotalia scitula 2
R/V Poseidon 377 0-2000 Globorotalia scitula 3
R/V Poseidon 349 200-700 Globorotalia truncatulinoides 3
R/V Poseidon 349 20-700 Globorotalia truncatulinoides 6
R/V Poseidon 377 20-80 Globoturborotalia rubescens 2
R/V Poseidon 377 0-2000 Globoturborotalia tenella 8
R/V Poseidon 349 0-700 Hastigerina pelagica 6
R/V Meteor 84/5 0-100 Hastigerina pelagica 31
R/V Poseidon 377 100-700 Hastigerina pelagica 4
R/V Tansei-Maru KT11-20  0-500 Neogloboquadrina dutertrei 8
R/V Meteor 84/5 0-100 Neogloboquadrina dutertrei 2
R/V Tansei-Maru KT11-20  0-500 Neogloboquadrina incompta 120
R/V Meteor 84/5 0-100 Neogloboquadrina incompta 20
R/V Poseidon 377 300-500 Neogloboquadrina incompta 1
R/V Tansei-Maru KT11-20  0-500 Neogloboquadrina pachyderma 45
R/V Meteor 84/5 0-100 Neogloboquadrina pachyderma 42
R/V Poseidon 377 0-200 Neogloboquadrina pachyderma 4
R/V Poseidon 349 500-700 Orbulina universa 2
R/V Meteor 84/5 0-100 Orbulina universa 71

R/V Poseidon 377 60-2000 Orbulina universa 7
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TABLE 4.2: (suite)

Mission Profondeur Espece Nombre de
des filets spécimens
R/V Meteor 84/5 0-100 PD intergrade 30
R/V Poseidon 377 20-40 Foraminifere planctonique non identifié 1
R/V Meteor 84/5 1,5 Streptochilus globigerus 2
R/V Meteor 84/5 1,5 Tenuitella fleisheri 1
R/V Poseidon 377 20-40 Turborotalita humilis 1
R/V Tansei-Maru KT11-20 0-200 Turborotalita quinqueloba 4
R/V Poseidon 349 300-500 Turborotalita quinqueloba 1
R/V Meteor 84/5 0-100 Turborotalita quinqueloba 30
R/V Poseidon 377 500-700 Turborotalita quinqueloba 1

4.2.5 Analyse des données
4.2.5.1 Normalisation de la biomasse

Afin de pouvoir comparer la « densité »
de biomasse entre des individus de différentes
tailles, et a différents stades de croissance, il
est nécessaire de s’affranchir de l’effet de la
taille sur la biomasse des individus. Pour cela,
I’idéal serait de normaliser la biomasse par le
biovolume, afin d’obtenir une quantité de bio-
masse exprimée en microgrammes de protéines
par micrometre cube. Les calculs de biovo-
lumes sur des foraminiféres restent assez rares
dans la bibliographie. Par exemple, [Hannah et al.
(1994) ont calculé des biovolumes pour cinq es-
peces de foraminiféeres benthiques a partir de
formes simples. Les calculs de biovolumes de
foraminiféres benthiques de |Altenbach| (1985)),
Gerlach et al.| (1985)), et de |Geslin et al.| (2011)),
sont également basés sur ces mémes formes
géométriques simplifiées (par exemple cylindre,
demi sphere, sphéroide). Il en est de méme
pour un grand nombre d’autres organismes ma-
rins tels que le phytoplancton (Hillebrand et al.,
1999;|Sun and Liu,|2003) ou encore les diatomées
(Cornet-Barthaux et al., 2007). Un grand nombre
de foraminiféres planctoniques présentent des
formes plus complexes, et les biovolumes des
individus appartenant a ces especes sont dif-
ficiles a quantifier (Beer et al., [2010). Calculer
le biovolume a partir de formes géométriques
simples n’est donc pas approprié pour ces orga-
nismes. Les chercheurs travaillant sur des pro-

blématiques de masse chez les foraminiféres sont
confrontés aux mémes soucis de normalisation.

Barker and Elderfield (2002), ainsi que|Beer et al.
(2010) utilisent une normalisation par le diametre
de I’individu, ou la surface du test (SNW, Size
Normalized Weight). Ce faisant, ils font I’hypo-
these que le diametre, la surface et le volume
du test calcitique sont proportionnels les uns aux
autres pour des individus de mé&me taille. Parmi
les données dont nous disposons, la masse in-
dividuelle des tests, exprimé en microgrammes,
semble €tre le meilleur parametre pour normaliser
la biomasse (elle aussi exprimé en microgrammes
de protéines), et ainsi disposer d’un nouveau pa-
rametre sans unité. Ce calcul se base sur I’hy-
pothése que 1’épaisseur du test pour une espece
donnée est toujours la méme entre les différentes
zones échantillonnées. En revanche, la calcifi-
cation peut étre influencée par la concentration
en carbone et en ions carbonates dans les eaux
de surface. L’ouvrage de [Sarmiento and Gruber
(2006), ainsi que les articles de [Takahashi et al.
(2002) et [Khatiwala et al.| (2009) permettent de
penser que ces valeurs de pCO2 sont suffisam-
ment proches pour justifier une calcification simi-
laire.

4.2.5.2 Analyses statistiques et choix des va-
riables a analyser

Dans cette étude nous comparons la biomasse
des individus afin de mettre en évidence les para-
metres qui I’influencent grace a une analyse mul-
tifactorielle.
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Afin d’évaluer I'impact du lieu d’échantillon-
nage et de la campagne océanographique sur la
biomasse des individus de foraminiferes plancto-
niques, nous avons choisi 9 parametres : la mis-
sion, le bassin océanique (les campagnes R/V Po-
seidon 349 et 377 ont eu pour cible le méme
lieu d’échantillonnage), la saison (les missions
R/V Poseidon 349 et R/V Meteor 84/5 ont eu
lieu toutes les deux au printemps), I’année, le
jour d’échantillonnage (jour de 1’année, permet-
tant également d’évaluer I’impact des stations,
la majorité des stations étant échantillonnées des
jours différents), la position géographique (lati-
tude et longitude), la profondeur de la colonne
d’eau, et la profondeur d’échantillonnage. Enfin,
la préservation des individus a été prise en compte
également : pour deux campagnes les individus
ont été congelés avant d’étre analysés. La pré-
sence de cristaux de glace pourrait avoir contribué
a endommager la membrane cellulaire, et ainsi
augmenter 1’exposition aux réactifs utilisés. Les
parametres quantitatifs, tels que la température,
la salinité ou encore la concentration en chloro-
phylle a n’étaient disponibles que pour certaines
missions et certaines profondeurs, et n’ont donc
pas pu étre utilisés.

Le métabolisme pouvant aussi influencer la
biomasse, nous avons choisi deux parametres :
I’espece a laquelle appartiennent les individus et
la présence ou non de symbiontes. Pour ce der-
nier point, nous avons choisi de comparer uni-
quement les especes pour lesquelles la présence
ou l’absence de symbiontes a été prouvée, sur
la base de [Hemleben et al.| (1989). Parmi les es-
peces que nous n’avons pas analysé pour la pré-
sence/absence de symbiontes figurent les especes
pour lesquelles la symbiose est facultative, les es-
peces qui possedent des organismes commensaux
(ou symbiose non prouvée), et enfin les especes
pour lesquelles aucune donnée n’est disponible a
notre connaissance. Dans notre base de données,
les especes ne possédant pas de symbiontes sont :
Globigerina bulloides, Globorotalia hirsuta, Glo-
borotalia scitula, Globorotalia truncatulinoides,
Hastigerina pelagica, et Neogloboquadrina pa-
chyderma. Celles possédant des symbiontes sont :
Biorbulina, Globigerinella siphonifera, Globige-
rinoides ruber, Globigerinoides sacculifer, Orbu-

lina universa, et Turborotalita humilis.

Nous avons choisi également de comparer les
especes a test globulaire et les especes a test aplati
(principalement appartenant au genre Globorota-
lia) : des différences de biomasse pourraient étre
observées, un artéfact lié au fait que les dimen-
sions morphométriques que nous utilisons sont bi-
dimensionnelles et non tridimensionnelles.

Enfin, la base de données comprend toutes les
mesures que nous avons effectuées sur les indivi-
dus : contenu protéique, biomasse normalisée par
le poids sec, diametre, surface, et masse du test.

Une Analyse en Composantes Principales
(ACP) a été effectuée avec le logiciel SyStat (ver-
sion 9). Cette analyse nous a permis d’une part de
quantifier la contribution de chaque parametre a
la variance de la base de données, et d’autre part
de déterminer quels parametres sont corrélés entre
eux. Toutes les régressions présentées ainsi que
les analyses de variances ont été effectuées sur le
logiciel R (version 2.12.1).

4.3 Résultats

4.3.1 Rendement de I’extraction de pro-
téines sur les foraminiferes plancto-
niques

Les mesures de protéines effectuées sur les in-
dividus soumis a un choc osmotique ont été com-
parées a des données pour des spécimens écra-
sés afin de vérifier le rendement de la méthode
sur les foraminiferes planctoniques. En effet, sur
I’espece de foraminifere benthique Ammonia te-
pida, le rendement de la méthode avec un choc
osmotique n’était pas optimal. Nous avons pos-
tulé que sur des foraminiferes planctoniques, pos-
sédant pour la plupart des tests plus fins et des ou-
vertures plus grandes, ce rendement serait optimal
(voir Chapitre [2)).

Pour comparer les rendements des deux mé-
thodes nous avons effectué des analyses de va-
riance. Pour chacune des trois especes, Globo-
rotalia hirsuta, Globorotalia scitula, et Globige-
rinella siphonifera, les résultats obtenus ne sont
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FIGURE 4.1: Biomasse protéique de trois especes de
foraminiferes planctoniques présentant des architec-
tures de test différentes, comparaison des résultats ob-
tenus en écrasant le test avec ceux obtenus en sou-
mettant I’individu a un choc osmotique. Pour I’espece
Globorotalia hirsuta, la probabilité p = 0, 594 (erreur
standard résiduelle = 1, 02). Pour I’espece Globorota-
lia scitula, 1a probabilité p = 0,0667 (erreur standard
résiduelle = 1,091). Pour I’espece Globigerinella si-
phonifera, la probabilité p = 0,625 (erreur standard
résiduelle = 1,123). Pour cette espece, seulement un
unique individu a été soumis a un choc osmotique pour
la mission R/V Poseidon 349. Néanmoins, étant donné
que cette espece présente des ouvertures plus grandes
que celles des deux autres especes utilisées, il est pro-
bable que ce résultat soit fondé.

pas significativement différents entre les deux mé-
thodes, tests écrasés et choc osmotique (Figure

41).

Etant donné que ce test n’a montré aucune dif-
férence significative entre les deux variantes de
la méthode, nous n’appliquerons aucun facteur de
correction pour le rendement sur les mesures de
biomasse acquises sur les individus soumis & un
choc osmotique.

4.3.2 Corrélations entre les parameétres
étudiés, toutes especes confondues

L’ensemble des parametres mesurés montrent
de fortes relations entre eux. La biomasse pro-
téique présente une corrélation positive fortement
significative avec le diametre du test (figure[d.2A ;
ro = 0,69; p < 0,00001; erreur standard
résiduelle= 0, 5346). Cette corrélation est décrite

par I’équation :

y = 3,889.107 941480 4.1)

avec y, le contenu protéique exprimé en micro-
grammes par individu, et z, le diametre minimum
du test en micrometres.

La biomasse protéique présente également une
corrélation positive fortement significative avec la
masse du test (figure B.2B; 7o = 0,40; p <
0,00001 ; erreur standard résiduelle= 0.7387).
Cette corrélation est décrite par 1’équation :

y =0,6712%5% 4.2)

avec y, le contenu protéique exprimé en micro-
grammes par individu, et x, la masse du test en
microgrammes.

Ces deux derniers parametres, poids et taille du
test présentent eux aussi une tres forte corrélation
(figure {.2C; o = 0,7502; p < 0,00001 ; erreur
standard résiduelle= 0,6095). Cette corrélation
est décrite par I’équation suivante :

y = 6,774.107 91997 (4.3)

avec y, la masse du test en microgrammes, et x,
le diametre minimum du test en micrometres.

La biomasse normalisée par le poids sec du
test montre une corrélation fortement significa-
tive avec la taille de I’organisme (figure {.2D;
p < 0,00001; ro = 0,059; erreur standard
résiduelle= 0,9174). La droite calculée présente
une pente trés faible, et un ro tres proche de 0 dii
a la forte variance du contenu protéique des indi-
vidus pour une taille donnée. Cette corrélation est
décrite par I’équation :

y = 3,998z 0441 (4.4)

avec y, la biomasse protéique normalisée par le
poids sec, et x, le diametre minimum du test en
micrometres.

Lorsqu’on normalise la masse par la surface de
la silhouette du test, aucune corrélation avec la
taille du test n’est observée (p = 0,358). Cela
signifie que la calcification (structure et épaisseur
du test) ne dépend pas de la taille de I’organisme.
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FIGURE 4.2: (A) Variation du contenu protéique avec la taille dans le Golfe de Gascogne (R/V Meteor 84/5),
la région des Acores (R/V Poseidon 349 et 377), et le Pacific Ouest (R/V Tansei-Maru KT11-20). (B) Variation
du contenu protéique en fonction de la masse du test. (C) Variation de la masse du test en fonction de la taille.
(D) Variation de la biomasse normalisée par le poids sec en fonction de la taille de 1’organisme (sans unité). (E)
Variation de la masse normalisée par la surface de I’individu (SNW = Size Normalized Weight), en fonction de la
taille.

4.3.3 Variations interspécifiques droite de régression correspondante a été tracée.
Sur 21 especes, 11 présentent une corrélation po-
sitive significative entre la biomasse protéique
et la taille de 1’organisme, et aucune corrélation
négative n’a été observée (Tableau Figure

EGA).

La biomasse protéique en fonction de la taille
a été représentée pour chaque espece (figure 4.3)).
Pour chacune d’entre elles, une régression a été
calculée. Lorsque celle-ci était significative, la
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FIGURE 4.3: Variation du contenu protéique en fonction de la taille pour chaque espece. Les valeurs des équations
associées aux régressions sont données Tableau@
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TABLE 4.3: Résultats des régressions calculées pour chaque espece individuellement du contenu pro-
téique en fonction de la taille. Le contenu protéique individuel peut étre déterminé a partir de la taille

selon 1’équation y(prot.ind~—') = bz® , ol b est I'intercept, et a la pente.

Espece n b a r? D Erreur standard
résiduelle

Globigerina bulloides 48  1,68x107% 1,62 0,50 <0,00001 0,45
Globigerina falconensis 4 - - - 0,73 -
Globigerinella calida 2 - - - - -

Globigerinella siphonifera 9 1,49x107% 204 041 <005 099
Globigerinita glutinata 15 - - - 0,18 -
Globigerinita uvula 5 - - - 0,67 -
Globigerinoides ruber 7 - - - 0,92 -

Globigerinoides sacculifer trilobus 27 1,09 1079 125 044 0,0001 0,34

Globorotalia hirsuta 29 320x107% 1,07 021 <001 0,52

Globorotalia inflata 59 6,51x107% 2,17 0,70 <0,00001 0,31
Globorotalia scitula 14 - - - 0,08 -

Globorotalia truncatulinoides 21 7,66x1079% 210 0,68 <0,00001 0,56
Globoturborotalia rubescens 2 - - - - -
Globoturborotalia tenella 5 - - - 0,53 -

Hastigerina pelagica 44 234x107% 2,02 0,75 <0,00001 0,32

Neogloboquadrina dutertrei 9 430x107% 1,89 0,80 <0,0001 0,34

Neogloboquadrina incompta 137 9,27x107% 0,87 0,34 <0,00001 0,38
Neogloboquadrina pachyderma 63 - - - 0,07 -

Orbulina universa 71 9.87x107% 135 047 <0,00001 0,49

PD intergrade 30 3,77x107% 1,83 033 <0,001 0,31
Turborotalita quinqueloba 11 - - - 0,67 -

Pour chaque espece, la masse du test est repré-
sentée en fonction de la taille (Figure f.4). Sur
chaque graphique, lorsqu’une régression était si-
gnificative, la droite correspondante a été repré-
sentée. Sur I’ensemble des especes, 15 montrent
une corrélation positive significative entre la
masse et le diameétre du test, et la masse du test
ne diminue chez aucune espece avec la taille (Ta-

bleau[4.4] Figure 4.6B).

La figure [1.5] présente la biomasse protéique
normalisée par le poids sec en fonction de la taille
de I’organisme. Pour chaque espece, lorsque la ré-
gression calculée était significative, la droite a été
figurée sur le graphique correspondant. Sur les 21
especes, 8 présentent une corrélation négative si-

gnificative entre la biomasse protéique normali-
sée et la taille de I’organisme (Tableau.5] Figure

C). Aucune espece ne présente de corrélation
positive entre la biomasse normalisée et la taille.
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TABLE 4.4: Résultats des régressions calculées pour chaque espece individuellement de la masse du
test en fonction de la taille. La masse du test individuel peut étre déterminée a partir de la taille selon

1’équation y(prot.ind—') = bz® , ol b est I'intercept, et a la pente.

Espece n b a r P Erreur standard
résiduelle
Globigerina bulloides 61 0,000135208 1,84 0,59 <0,00001 0,47
Globigerina falconensis 4 - - - 0,40 -
Globigerinella calida 2 - - - - -
Globigerinella siphonifera 20 4,57x107% 249 0,76 <0,00001 0,55
Globigerinita glutinata 23 - - - 0,12 -
Globigerinita uvula 10 - - - 0,28 -
Globigerinoides ruber 14 745x10797 286 0,84 <0,00001 0,49
Globigerinoides sacculifer trilobus 29 3,33 % 1079 221 0,85 <0,00001 0,26
Globorotalia hirsuta 59 2,10x1079% 268 0,95 <0,0001 0,23
Globorotalia inflata 77 2,94x107% 220 0,74 <0,00001 0,38
Globorotalia scitula 22 1,35x107% 1,85 0,73 <0,00001 0,21
Globorotalia truncatulinoides 23 35010797 3,00 0,94 <0,00001 0,28
Globoturborotalia rubescens 2 - - - - -
Globoturborotalia tenella 7 - - - 0,13 -
Hastigerina pelagica 43 337x107% 1,61 0,56 <0,00001 0,39
Neogloboquadrina dutertrei 10 998x107% 198 0,73 0,001 0,48
Neogloboquadrina incompta 138 3,35x107% 211 0,56 <0,00001 0,57
Neogloboquadrina pachyderma 83 1,64x1079 185 042 <0,00001 0,44
Orbulina universa 64 2,73x107% 3,18 0,70 <0,00001 0,70
PD intergrade 30 1,94x107% 266 0,7 <0001 0,21
Turborotalita quinqueloba 35 6,69x107% 1,10 0,26 0,001 029
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FIGURE 4.5: Variation de la biomasse normalisée par le poids sec en fonction de la taille pour chaque espece. Les
valeurs des équations associées aux régressions sont données Tableau@
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TABLE 4.5: Résultats des régressions calculées pour chaque espece individuellement de la biomasse
normalisée par le poids sec en fonction de la taille. La biomasse normalisée par le poids sec individuelle
peut étre déterminée 2 partir de la taille selon I’équation y(prot.ind—1) = bx® , ot b est I’intercept, et a

la pente.
Espece n b a r? p Erreur standard
résiduelle
Globigerina bulloides 48 - - - 0,21 -
Globigerina falconensis 4 - - - 0,42 -
Globigerinella calida 2 - - - - -
Globigerinella siphonifera 8 - - - 0,51 -
Globigerinita glutinata 15 545x102? -599 037 <0,01 1,10
Globigerinita uvula 5 - - - 0,46 -
Globigerinoides ruber 7 172171219 -3,84 0,52 <0,05 0,91
Globigerinoides sacculifer trilobus 27 39,34622 -0,99 0,23 <0,01 0,42
Globorotalia hirsuta 29 358,8125 -1,37 0,27 <0,005 0,57
Globorotalia inflata 59 - - - 0,45 -
Globorotalia scitula 14 - - - 0,23 -
Globorotalia truncatulinoides 20 16,18686 -0,84 0,18 <0,05 0,66
Globoturborotalia rubescens 2 - - - - -
Globoturborotalia tenella 5 - - - 0,81 -
Hastigerina pelagica 43 - - - 0,09 -
Neogloboquadrina dutertrei 9 - - - 0,67 -
Neogloboquadrina incompta 134 206,7065 -1,18 0,18 <0,00001 0,76
Neogloboquadrina pachyderma 60 560,4836 -1,49 0,15 <0,005 0,75
Orbulina universa 64 15608,95 -1,69 0,27 <0,00001 0,93
PD intergrade 30 - - - 0,10 -
Turborotalita quinqueloba 11 - - - 0,15 -
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4.3.4 Evolution de la biomasse lors d’un
changement de morphologie lié a
I’ontogénie

Lors de la formation de sa derniere loge, le
foraminifere Orbulina universa change radicale-
ment de morphologie. L’organisme juvénile pré-
sente un test trochospiralé et globuleux, alors que
I’adulte présente une derniere loge sphérique. La
formation de cette loge provoque un brusque ac-
croissement de la taille de 1I’organisme. De plus,
lors de 1’échantillonnage de I’individu adulte vi-
vant, le cytoplasme de cette dernicre loge semble
parfois ne pas occuper toute la loge. La relation
entre la biomasse protéique et la taille de 1’or-
ganisme pourrait donc €tre différente entre des
spécimens juvéniles et des adultes. La figure
montre les corrélations entre la biomasse pro-
téiques, la masse du test et la biomasse norma-
lisée par le poids sec avec la taille des individus
adultes et juvéniles. Nous observons une tres nette
différence de taille entre les individus juvéniles et
adultes a partir d’environ 400 um. Tres peu d’indi-
vidus juvéniles analysés ici dépassent cette taille,
et inversement, peu d’individus atteignent le stade
adulte avant ce seuil de taille. Nous avons calculé
les droites de régression pour les spécimens ju-
véniles et adultes, en utilisant un modele linéaire
et faisant la distinction entre les deux stades mor-

phologiques (Figure [.7).

4.3.5 Résultats de I’analyse en compo-
santes principales

Le Tableau [4.6] présente les résultats de 1’ ACP.
Trois axes ont été retenus, et expliquent un total
de 72% de la variance observée dans la base de
données (sur la base des 18 parametres étudiés).

Sur I’axe 1, les parameétres qui présentent les
valeurs propres les plus élevées (> =+ 0, 8) sont
majoritairement liés directement au lieu d’échan-
tillonnage : mission, bassin océanique, année, la-
titude, profondeur de la colonne d’eau. La préser-
vation de I’individu est également bien représen-
tée sur cet axe : ce fait est peu surprenant étant
donné que pour deux campagnes les individus ont
été congelés, et pour les deux autres ils ont été
analysés directement. La forme du test est égale-
ment bien représentée sur cet axe, certainement

parce que les espeéces a test aplati (principale-
ment du genre Globorotalia) se trouvent seule-
ment a certaines profondeurs, dans certaines sta-
tions. Tous ces parametres présentant des valeurs
propres élevées sur cet axe, cela signifie qu’ils
sont fortement corrélés, positivement ou négati-
vement. Ici, il s’agit donc principalement d’un axe
représentant le lieu et la date de I’échantillonnage.

Sur I’axe 2, les parametres qui présentent les
valeurs propres les plus élevées sont les para-
metres que nous avons mesurés : biomasse pro-
téique, surface et diametre du test, et enfin masse
du test. Cet axe représente donc la morpholo-
gie/biologie de I’organisme. Tous ces parametres
présentent donc une forte corrélation.

L’axe 3 quand a lui n’explique que 14% de va-
riance, et seuls deux parametres ont des valeurs
propres élevées (> 0.80) : la saison et la longi-
tude. Les stations qui présentent des longitudes
les plus différentes des autres sont celles de la
mission R/V Tansei-Maru KT11-20, qui est éga-
lement la seule mission a avoir eu lieu en été.

Il est important de noter que les parametres re-
présentés sur I’axe 1 et ceux représentés sur I’axe
2 ne sont pas corrélés entre eux. On observe donc
un découplage entre le lieu/moment d’échan-
tillonnage et la biomasse/morphologie des fora-
miniféres planctoniques dans notre base de don-
nées. Les parametres « espece », « symbiontes »
et « biomasse normalisée » présentent des valeurs
propres extrémement faibles sur les trois axes et
ne semblent pas étre corrélés avec les autres para-
metres.

4.4 Discussion

Les quatre missions ont permis d’échantillon-
ner 3 zones océaniques différentes, au cours
de différentes saisons. Des différences dans les
abondances, la diversité et la taille des indivi-
dus de foraminiféres planctoniques ont été ob-
servées entre les différentes campagnes océa-
nographiques. Cette hétérogénéité au niveau de
I’échantillonnage pourrait engendrer des varia-
tions de biomasse.
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FIGURE 4.7: Comparaison des individus adultes et juvéniles d’Orbulina universa. Corrélation entre (A) la bio-
masse protéique, (B) la masse du test, (C) la biomasse normalisée par le poids sec et le diametre du test. Rouge :
individus juvéniles ; noir : individus adultes. Les droites de régressions continues rouges et noires correspondent
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la taille (ordonnée a I’origine : p = 0,48 ; pente de la droite : p = 0, 54). Les droites de régression pour la bio-
masse normalisée en fonction de la taille ne sont pas significatives lorsque seuls les individus juvéniles (ordonnée
al’origine : p = 0, 26 ; pente de la droite : p = 0, 33), ou seuls les adultes (ordonnée a I’origine : p = 0,93 ; pente

de la droite : p = 0, 70) sont pris en compte.

Les individus prélevés au cours de la mission
R/V Meteor 84/5 sont de grande taille, et di-
versifiés (19 especes). La mission a eu lieu en
juin 2011, dans la province océanique North At-
lantic Drift Province (NADR, [Longhurst, 2007,
L’échantillonnage a eu lieu juste aprés un pic
de productivité primaire, ce qui pourrait expli-
quer la présence d’individus de grande taille,
qui auraient donc grandi dans des conditions
favorables mais ne se seraient pas reproduits
(Schiebel and Hemleben, [2000; |Schiebel et al.,
2011).

Les missions R/V Poseidon 349 et 377 ont eu
lieu dans les Acores, dans la province océanique
NAST-E (North Atlantic Subtropical Gyral Pro-
vince East, Longhurst, 2007,

La mission R/V Poseidon 349 a eu lieu au
mois d’avril, donc a la fin d’une période de re-
lative forte productivité primaire (chlorophylle
a, voir les données satellite MODIS, http://
oceancolor.gsfc.nasa.gov), et présente

une bonne diversité spécifique (13 especes), ainsi
que des individus adultes et de grande taille.

La mission R/V Poseidon 377 a eu lieu en dé-
cembre, pendant une période de production pri-
maire trés faible, avec de tres faibles apports
en nutriments pour les foraminiféres plancto-
niques. Les abondances de foraminiferes plancto-
niques sont en conséquence également tres faibles
(Storz et al., 2009) malgré un grand nombre d’es-
peces (18 especes morphologiques), les individus
sont majoritairement de petite taille et un grand
nombre de juvéniles sont observés.

La mission R/V Tansei-Maru KT11-20 a eu
lieu dans la zone océanique Kuroshio Current
Province (KURO, [Longhurst, 2007, La campagne
a eu lieu fin aolt, pendant une période de produc-
tivité minimale. De plus, la zone échantillonnée
au large de Hachinohe est baignée par un reflux
des eaux de la mer de Chine, tres oligotrophes
et peu favorables a la croissance des foramini-
feres planctoniques. Par conséquent, les échan-


http://oceancolor.gsfc.nasa.gov
http://oceancolor.gsfc.nasa.gov
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TABLE 4.6: Résultats de 1’Analyse en Composantes Principales :

Variance totale et pourcentage de

variance expliquée par chaque axe, variance expliquée par chaque parametre sur chaque axe et com-
munalités. Les parameétres qui ont des pourcentages de variance expliquée supérieurs a +/—0,8 ; et qui

contribuent le plus aux différents axes sont indiqués.

Axe 1 Axe2 Axe3  Communalités
Variance totale expliquée 6,831 3,538 2,608 -
Pourcentage de variance expliquée 37,952 19,657 14,489 -

Parametres :

Mission 0,825* 0,108 0,53 0,973

Bassin océanique -0,961* 0,118 0,171 0,967

Saison 0,171 0,188  0,839* 0,769

Année 0,966* 0,009 0,227 0,985

Jour julien 0,226 0,213 0,49 0,337

Latitude 0,948*  -0,051 0,023 0,902

Longitude 0,239  0,932* 0,966

Préservation de I’individu -0,961* 0,005 -0,228 0,976

Profondeur d’échantillonnage -0,628 0,112 0,016 0,407

Profondeur de la colonne d’eau -0,922* -0,06 -0,16 0,879

Espece -0,28 -0,379 0,385 0,370

Symbiontes -0,356 0,332 0,199 0,276

Forme du test -0,872*  -0,041  -0,195 0,800

Contenu protéique 0,183  -0,834* -0,119 0,743

Surface de la silhouette 0,092  -0,949* -0,174 0,939

Diametre du test 0,083  -0,928* -0,266 0,939

Masse du test -0,228 -0,802* -0,077 0,701

Biomasse normalisée 0,029 0,09 0,049

tillons prélevés présentent une tres faible abon-
dance en foraminiferes planctoniques, et les indi-
vidus échantillonnés sont globalement de tres pe-
tite taille, et peu diversifiés (7 especes).

Sur la base des 952 individus prélevés au cours
des quatre campagnes océanographiques, les rela-
tions entre la biomasse, la taille, la masse du test
et la biomasse normalisée par le poids sec ont été
quantifiées. L’ensemble de ces parametres est for-
tement corrélé. Nous observons une corrélation
positive entre la biomasse, le poids et la taille des
individus.

Lorsque I’on analyse les especes individuelle-
ment (Figure [4.3), on observe que certaines es-
peces ne présentent pas de corrélations entre la
biomasse et la taille/masse de I’individu. Pour cer-

taines d’entre elles, 1’explication réside dans le
fait que les individus prélevés sont de taille re-
lativement similaire (e.g. Globigerinella calida,
Globigerinita glutinata, Figures B.3C, E et K).
Les especes dont le test est compact et globu-
laire (e.g. Neogloboquadrina pachyderma, Figure
M.3R) grandissent relativement « peu » (taille et
biovolume) lors de I’ajout d’une nouvelle loge,
par comparaison aux especes dont les loges sont
plus découpées, et la spirale plus haute (e.g. Glo-
bigerinoides sacculifer, .3]D). La conséquence
pourrait étre un accroissement de la biomasse plus
ou moins découplé de 1’4ge de 1’organisme, i.e. la
phase ontogénique.

La biomasse normalisée par le poids sec est
quand a elle anti-corrélée avec la taille, i.e. les pe-
tits individus ont une biomasse relative plus éle-
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vée que les grands. Cette corrélation, bien que
de trés faible pente et présentant une grande
variance, est statistiquement treés robuste. Lors-
qu'on observe les données espece par espece,
huit especes présentent une forte corrélation né-
gative entre la biomasse normalisée et la taille
(#.6C). On peut observer des différences dans les
pentes des régressions, mais la tendance semble
étre générale. Ce résultat, bien que jamais dé-
montré sur des foraminiferes planctoniques, n’est
pas surprenant. En effet, Mullin et al.| (1966)
ont montré pour la premiere fois une rela-
tion négative entre le ratio carbone/biovolume
et le biovolume chez divers groupes d’orga-
nismes phytoplanctoniques. Cette méme relation
a été observée a nouveau par plusieurs auteurs
sur divers organismes marins planctoniques tels
que les diatomées (Strathmann, [1967), les di-
noflagellés (Menden-Deuer and Lessard, [2000),
divers groupes de nanoplancton photosynthé-
tique (Verity etal., |1992), de phytoplancton
(Moal et all {1987), de bactéries planctoniques
(Simon and Azam, [1989), ou encore des larves
d’échinodermes (Strathmann and Vedder, |1977).

Moal et al.| (1987) ont mesuré chez plusieurs
groupes de phytoplancton marin la composition
en carbone, azote, chlorophylle a, amidon, glu-
cides et protéines. L’azote et le carbone ont été
mesurés avec un analyseur HCN, et les protéines
grice a une méthode de colorimétrie analogue a la
méthode BCA que nous utilisons sur les forami-
niferes planctoniques (Lowry et al, [1951)). Cette
étude montre que lorsque le volume de I’orga-
nisme augmente, la concentration de tous les élé-
ments organiques diminue, y compris les pro-
téines.

Pourquoi la biomasse est-elle moins concentrée
chez les grands individus de foraminiféres planc-
toniques que chez les petits ? Deux hypotheses
sont a envisager : (1) le cytoplasme des grands
individus ne remplirait pas la totalité du test calci-
tique, (2) les constituants organiques de la cellule
seraient moins concentrés.

Dans le but de vérifier la premicre hypothese,
il serait intéressant de noter au moment du pré-
levement de chaque individu ceux qui présentent

une a plusieurs loges vraisemblablement vides de
tout cytoplasme afin de voir s’il existe une diffé-
rence de biomasse quantifiable entre les différents
groupes.

La seconde hypothese quant-a elle, serait sou-
tenue par les observations de |Simon and Azam
(1989) et de |Verity et al.| (1992) selon lesquelles
les cellules de petite taille auraient une concentra-
tion en eau cellulaire plus faible que les grandes
(observations sur des bactéries marines et du na-
noplancton).

Lorsque nous comparons les régressions obte-
nues pour les différents parametres pour chaque
espece (Figure {.6), nous observons que si cer-
taines pentes different, les tendances sont systé-
matiquement les mé&mes. Les résultats de I’ACP
montrent que le parametre « espece » ne se pro-
nonce que peu dans notre base de données par
rapport aux autres variables étudiées. Cela semble
confirmer I’idée que les différences observées ne
sont pas suffisamment importantes pour justifier
de réelles différences interspécifiques.

L’ ACP que nous avons effectuée montre clai-
rement un découplage entre les parametres liés
au liew/moment d’échantillonnage (exprimés sur
I’axe 1), et les parametres morphologiques et bio-
logiques de I’organisme (exprimés sur 1’axe 2).
Cela signifie que, sur la base de nos données, la
biomasse dépend principalement de la taille de
I’organisme (et sera donc corrélée également avec
la masse) indépendamment du lieu d’échantillon-
nage. Autrement dit, il est probable que le lieu
et le moment d’échantillonnage aient un impact
sur le nombre d’individus, ou la composition fau-
nistique, mais d’aprés nos données, cela n’a pas
d’impact sur la biomasse des individus.

Si la biomasse ne semble pas dépendre du
lieu/moment d’échantillonnage, cela souléve éga-
lement la question de savoir si apports en nu-
triments ont un impact sur la biomasse ? Dans
le chapitre [3| nous avons vu qu’en laboratoire,
un déficit en nutriments induisait une diminution
de la biomasse chez le foraminifére benthique
Ammonia tepida. L’étude de [Moal et al.| (1987)
montre qu’une diminution du contenu protéique
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en cas de déficit en nutriments est également ob-
servée chez le phytoplancton. Ici, il semble que
les différences régionales entre les bassins océa-
niques étudiés n’induisent pas de variations de
biomasse quantifiable. Ceci pourrait étre dii au
fait que les environnements échantillonnés ne sont
pas suffisamment différents.

Nous avons également observé que les para-
metres « espece », « symbiontes » et « biomasse
normalisée » sont treés peu représentatifs dans la
base de données. Cela signifie qu’il n’y a pas
de différence majeure de biomasse entre les es-
peces, mais également aucune différence signifi-
cative entre des especes avec des symbiontes ou
sans (Tableaud.6). De plus, la biomasse des sym-
biontes semble négligeable par rapport a celle de
I’héte. Pour ce qui est de la biomasse normali-
sée, I’ ACP nous montre qu’elle n’est que peu cor-
rélée avec les autres parametres. Nous pouvons
en déduire que bien que la biomasse soit corré-
lée avec la taille tel que montré Figure 4.2] C et
Figure 4.6 C, la relation de dépendance est peu
importante comparée aux corrélations des autres
parametres entre eux. Plus important, ces résultats
suggerent que la biomasse normalisée n’est pas
dépendante du lieu et du moment d’échantillon-
nage. Cela implique qu’un individu d’une taille
donnée n’aura en théorie pas une « concentration
» en éléments organiques différente en fonction
du lieu d’échantillonnage, ou de la saison.

4.5 Conclusion

Cette étude a permis de quantifier et de mieux
comprendre la biomasse de différentes especes
de foraminiferes planctoniques. Nous avons pu
montrer que la biomasse est fortement corrélée a
la taille de I’organisme ainsi qu’a sa masse. Par
contre, la biomasse n’est pas significativement
corrélée avec le lieu et le temps (année, saison)
d’échantillonnage. Nous ne montrons également
aucune différence significative de biomasse entre
les différentes especes, ni d’influence de la forme
du test, ou de la présence de symbiontes.

Nos résultats indiquent que, quel que soit le
lieu d’échantillonnage, la saison, la profondeur

d’habitat dans la colonne d’eau, et quelle que
soit espece, la forme ou la présence ou absence

de symbiontes, la biomasse sera corrélée en pre-
mier lieu avec la taille de lindividu.

Néanmoins, afin de pouvoir déterminer avec
plus de certitude statistique 1’influence de I’en-
vironnement sur la biomasse des foraminiféres
planctoniques, il est nécessaire d’analyser des in-
dividus prélevés systématiquement et de maniere
répétée dans la méme région par saison, et a des
profondeurs identiques. Notre base de données
regroupe des stations provenant de quatre cam-
pagnes différentes, ayant toutes eu lieu dans I’hé-
misphere nord. Il serait pertinent de comparer nos
données avec des données acquises dans des en-
vironnements différents, incluant des zones oligo-
trophes et eutrophes.

Les données présentées dans cette partie, et
en particulier les équations fournies pour les cal-
culs de biomasse, présentent potentiellement un
grand intérét pour les scientifiques travaillant sur
des modeles basés sur 1’océan, par exemple afin
de mieux comprendre I’interaction entre les orga-
nismes pélagiques et le climat.

Nous avons montré qu’il existe peu de diffé-
rences interspécifiques dans la biomasse des fo-
raminiferes planctoniques, ce qui implique qu’il
est possible de quantifier la biomasse d’individus
uniquement sur la base de la taille du test.

En appliquant les équations fournies dans cette
partie, nous pouvons désormais calculer la bio-
masse théorique d’individus provenant d’études
pour lesquelles la taille des individus est le seul
parametre disponible, qu’ils soient vivants ou
morts. Il est désormais également possible de
quantifier la biomasse d’individus fossiles quelle
que soit leur espece. Ainsi, aucune hypothese ac-
tualiste n’est nécessaire sur les préférences écolo-
giques de I’organisme par analogie a des especes
actuelles, et les équations fournies peuvent étre
appliquées a des especes/genres éteints et sans
équivalent actuel.
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La biomasse des individus de foraminiferes
planctoniques sera donc reconstituée a partir
de la taille du test uniquement, a ’aide de
DPéquation générale calculée toutes especes

confondues :

y = 3,889.10 041,480
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Chapitre 5

Estimation de premier ordre de la
biomasse des foraminiferes planctoniques
dans I’océan actuel a I’échelle globale

Nettoyage du filet a plancton juste apres un échantillonnage. Photographie prise au cours de la mission R/V Meteor
84/5 en juin 2011.
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5.1 Introduction

Ce chapitre est présenté sous la forme d’un article qui a été publié dans la revue Earth System Science
Data en septembre 2012. Cet article a été publié dans un numéro spécial intitulé "MAREDAT - Towards
a world atlas of marine plankton functional types". Le but de cette issue est de proposer un collectif
d’articles traitant de la biomasse globale de différents types de plancton. A terme, cet ouvrage regroupera
10 articles spécialisés chacun sur un type de plancton particulier. Ces données auront pour but d’étre
utilisées dans de futures approches de modélisation numérique. Il s’agit d’un projet sur le long terme,
et les bases de données produites pour cette issue sont archivées sur la plate forme PANGAEA. Elles
seront complétées a I’avenir au fur et a mesure de nouvelles collections de données.

Les différents groupes examinés sont les diazotrophes (Luo et al.,2012), les diatomées (Leblanc et al.,
2012)), le macrozooplancton (Moriarty et al., 2012), le picophytoplancton (Buitenhuis et al., [2012b),
les bactéries et archées (Buitenhuis et al., 2012a), les ptéropodes (Bednarsek et al., [2012)), Phaeo-
cystis sp. (algues nanoplanctoniques marines, |Vogt et al., 2012), les coccolithophores (O’Brien et al.,
2012), le mesozooplancton (Moriarty and O’Brienl [2012), et enfin les foraminiferes planctoniques
(Schiebel and Movellan, 2012), i.e. notre contribution a ce projet. Une analyse globale des pigments
a également fait 1’objet d’un article (Peloquin et al., 2012), et le projet est finalement complété par un
article regroupant et comparant les résultats de tous les auteurs (Buitenhuis et al., |2012c)). Toutes ces
études ont permis de faire un inventaire de la biomasse totale des différents types de plancton de diffé-
rentes tailles, et présentant des distributions géographiques variées dans 1’océan actuel. Cette synthese
a permis entre autres de comparer la biomasse des organismes hétérotrophes et autotrophes, et de re-
lier la taille de ’organisme a la maniere dont ce type d’organisme est réparti géographiquement. La
comparaison de toutes ces données (Buitenhuis et al., 2012c)) a également permis de mettre en évidence
I’importance des foraminiféres planctoniques en comparaison avec les autres groupes : leur abondance
dans les premiers 200 metres supérieurs de la colonne d’eau est la plus élevée parmi les groupes étudiés.
IIs font également partie des organismes qui présentent la répartition géographique la plus uniforme et
ubiquiste, et il est d’autant plus important de les intégrer dans de futurs modeles numériques.

Note : Les données qui sont présentées dans ce chapitre sont une partie seulement de la base de don-
nées présentée dans le Chapitre ] L’article qui compose ce chapitre a été écrit avant que la totalité des
données ne soit acquise. Cette section présente les mesures effectuées sur 754 individus (916 individus
ont été présentés Chapitre ).

Résumé en francais : Les foraminiferes planctoniques sont des organismes mézozooplanctoniques
hétérotrophes abondants dans 1’océan a 1’échelle globale. La position des foraminiféres planctoniques
dans la chaine alimentaire marine est différente de celle des autres protozoaires et est au dessus de
celle des consommateurs hétérotrophes. Etant des producteurs secondaires avec un régime omnivore,
allant des algues aux petits métazoaires, les foraminiferes planctoniques ne sont pas limités a une seule
source de nourriture, et sont supposés avoir une abondance distribuée de maniere équilibrée qui reflete
la productivité marine biologique globale a I’échelle régionale. Grace a un nouveau protocole de nano-
spectrophotométrie non destructif développé a partir de la méthode Bincinchoninic Acid (BCA), nous
avons analysé la biomasse protéique, ainsi que la taille et le poids du test, de 754 foraminiféres plancto-
niques individuels de 21 especes et morphotypes différents. D’aprés des analyses CHN additionnelles,
nous pouvons supposer que la biomasse protéique est équivalente a la biomasse carbonique. Par consé-
quent, la biomasse protéique et carbonique moyenne d’un foraminifeére planctonique individuel est de
0,845 pg. Les échantillons incluent des especes avec et sans symbiontes depuis la surface de la colonne
d’eau jusqu’a 2500 m de profondeur. Des facteurs de conversion entre la biomasse individuelle et la bio-
masse des assemblages ont été calculés pour des tests de tailles allant de 72 & 845 um (diametre minimum
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du test). Les données de biomasse des assemblages présentés ici incluent 1128 sites et intervalles de pro-
fondeur. La couverture régionale des données inclut I’ Atlantique Nord, la mer d’ Arabie, la mer Rouge,
les Caraibes, ainsi que des données de la littérature du Pacifique Nord Est et Nord Ouest, et couvre
une large gamme d’eaux oligotrophes a eutrophes, sur six ordres de magnitudes de biomasse d’assem-
blages de foraminiféres planctoniques (Planktic Foraminifer Assemblage-Biomass, PFAB). Une estima-
tion de premier ordre de la production moyenne de biomasse globale de foraminifeéres planctoniques
(>125 um) varie de 8,2 2 32,7 Tg.C.an"! (i.e. 0,008-0,033 Gt.C.an"!), et pourrait étre plus de trois fois
plus élevée en incluant les individus de stades néaniques et juveniles, allant jusqu’a 25-100 Tg.C.an"!.
Cependant, il s’agit d’une premiere estimation de la PFAB régionale extrapolée a 1’échelle globale,
et des estimations futures basées sur des jeux de données plus grands pourraient dévier considérable-
ment de celle présentée ici. Cet article est supporté par, et est une contribution du Marine Ecosystem
Data project (MAREDAT). Les données sont disponibles a partir de http://www.pangaea.de
(http://doi.pangaea.de/10.1594/PANGAEA.777386).
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Abstract. Planktic foraminifera are heterotrophic mesozooplankton of global marine abundance. The position
of planktic foraminifers in the marine food web idl@girent compared to other protozoans and ranges above the
base of heterotrophic consumers. Being secondary producers with an omnivorous diet, which ranges from al-
gae to small metazoans, planktic foraminifers are not limited to a single food source, and are assumed to occur
at a balanced abundance displaying the overall marine biological productivity at a regional scale. With a new
non-destructive protocol developed from the bicinchoninic acid (BCA) method and nano-photospectrometry,
we have analysed the protein-biomass, along with test size and weight, of 754 individual planktic foraminifers
from 21 diferent species and morphotypes. From additional CHN analysis, it can be assumed that protein-
biomass equals carbon-biomass. Accordingly, the average individual planktic foraminifer protein- and carbon-
biomass amounts to 0.84§. Samples include symbiont bearing and symbiont-barren species from the sea
surface down to 2500 m water depth. Conversion factors between individual biomass and assemblage-biomass
are calculated for test sizes between 72 and@@4gminimum test diameter). Assemblage-biomass data pre-
sented here include 1128 sites and water depth intervals. The regional coverage of data includes the North
Atlantic, Arabian Sea, Red Sea, and Caribbean as well as literature data from the eastern and westarn North
Pacific, and covers a wide range of oligotrophic to eutrophic waters over six orders of magnitude of planktic-
foraminifer assemblage-biomass (PFAB). A first order estimate of the average global planktic foraminifer
biomass production>125um) ranges from 8.2-32.7 Tg Cyr (i.e. 0.008-0.033 GtCyt), and might be:

more than three times as high including neanic and juvenile individuals adding up to 25—100 Fgidoyv-

ever, this is a first estimate of regional PFAB extrapolated to the global scale, and future estimates hased on
larger data sets might considerably deviate from the one presented here. This paper is supported by, and a con-
tribution to the Marine Ecosystem Data project (MAREDAT). Data are available fribpy/www.pangaea.de
(httpy/doi.pangaea.d&0.1594PANGAEA.777386).

1 Introduction are ubiquitious. The highest diversity is recorded from tem-
perate to subtropical waters. Due to meso-scale and local hy-
Planktic foraminifers are marine protozoans with calcare-drographic features, the distribution of planktic foraminifers
ous shells and chambered tests. Most of ##0 modern s patchy on various temporal and spatial scales (e.g. Siccha
(morpho-) species live in surface waters down to the deeget al., 2012). Margins of subtropical gyres and hydrographic
chlorophyll maximum of the ocean, and in marginal seasfronts are characterized by allochthonous species expatriated
like the Caribbean and Red Sea (Bijma and Hemleben, 1994yy currents (Weyl, 1978).
Schmuker and Schiebel, 2002). Planktic foraminifers are Planktic foraminifers are fiected by the availability of
largely absent from shallow marginal seas like the North Segood, and the range of temperature and salinity as well as
(Hemleben et al., 1989). Most of the modern morpho-species

Published by Copernicus Publications.
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chemistry of the ambient seawater (e.@, B977; Hemleben The intra-shell cytoplasm of planktic foraminifers igter-
et al., 1989; Bijma et al., 1990; Ortiz et al., 1995; Schiebel entiated from reticulate and rhizopodial cytoplasm outside of
etal., 2001; Lombard et al., 2011). Species abundance varighe test (Hemleben et al., 1989). Cytoplasm reaches far into
with season, water mass, and water depth (e.g. Schiebel ¢he ambient seawater along spines, and occasionally forms
al., 2001). The vertical separation of species is more eviden& rhizopodial net. Food in form the of lipids and starch is
in the tropics than in polar regions, owing to a wider diversity stored in special vacuoles (Schiebel and Hemleben, 2005).
of hydrographic and biotic variables from surface to depth atSymbiont-bearing species depend on light and are bound to
low latitudes compared to the more uniform water columnthe euphotic layer, and subsurface to deep-dwelling species
at high latitudes (Schiebel and Hemleben, 2005, and referare symbiont-barren (e.g€31982).
ences therein). The seasonal distribution pattern of planktic Although planktic foraminifers constitute only a minor
foraminifers is most pronounced in high and mid-latitudes, portion of the total zooplankton, they are major producers of
following phytoplankton succession and availability of food. marine calcareous shells (called tests). Consequently, plank-
In polar oceans, a single maximum of planktic foraminiferal tic foraminifers have been a major target of research in ge-
production occurs during summer, when euphotic conditionsology and paleoceanography since the 1960s (eg1B77;
allow for enhanced primary production (Spindler and Dieck- Vincent and Berger, 1981; Hemleben et al., 1989; and ref-
mann, 1986; Volkmann, 2000). In mid-latitudes, two sea-erences therein). Planktic foraminifer carbon-biomass was
sons of enhanced production occur during spring and fallfirst analysed for three species and 112 individuals from sur-
(Schiebel and Hemleben, 2005). At low latitudes, seasonalface water pump samplesftdBermuda in 1991 and 1992
ity is low, and productivity follows regional conditions, such (Michaels et al., 1995). The species analysed by Michaels
as monsoonal activity and upwelling intensity (Hemleben etet al. (1995) are also present in our data set, and our
al., 1989). new protein-biomass data are discussed to equal carbon-

At a global scale, the abundance of planktic foraminifersbiomass. Conversion factors between carbon-biomass and
follows the overall pattern of primary productivity volume range between 0.018 and 0.18 pgx€3 with an av-
(Schiebel, 2002). In turn, non-lagged correlations of erage of 0.08% 0.055pg Gim=3, and an average C:N of 5.8
primary productivity and planktic foraminiferal abundance (Michaels et al., 1995).
are weak at a regional scale (Schiebel, 2002), possibly The objective of this paper is the construction of a database
because of the omnivorous diet of planktic foraminifers in on live planktic foraminifer abundance and biomass, which
the marine food web, and phase shifts in the production ofincludes a wide range of water depths and modern pro-
phytoplankton and zooplankton (Hemleben et al., 1989).ductivity regimes between the tropical and polar oceans,
Non-spinose species are largely herbivorous, and spinosand finally an estimate of the planktic foraminifer biomass.
species accept a wide variety of animal prey, including largerThe conversion from abundance to assemblage-biomass is
metazoans, such as copepods, pteropods, and ostracobased on a first data set on the species- and size-specific
(Anderson et al., 1979; Caron anceB1984; Spindler et protein-biomass. Extrapolating from the resulting regional
al., 1984). Intermediate-dwelling species are believed toand seasonal biomass data, a first-order global estimate of the
feed on settling organic matter (Itou et al., 2001). Predatoranodern planktic-foraminifer assemblage-biomass (PFAB;
specialised on planktic foraminifers have not yet beenug C nT3) and biomass production (Tg CY) is given.
identified.

Shallow-dwelling species are shown to reproduce once
or twice (one species only) per month. Intermediate to
deep-dwelling species reproduce less often (Hemleben et Material and methods
al., 1989). Not all specimens reach the reproductive ontoge-
netic stage during one reproductive cycle and may reproduc®lanktic-foraminifer assemblage-biomass (PFAB) was cal-
later. Growth and abundance of juveniles depends on ecologzulated for 6100 size fractions from 1057 plankton net sam-
ical conditions. Fast growth and high survival rates occur if ples from the North Atlantic Ocean, Caribbean, Arabian Sea
diet is abundant. The prolocular ontogenetic stage consistand Gulf of Aden, and Red Sea (Table 1), comprising faunal
of a first chamber built of calcite and ranges from 12425  data from the equatorial to polar oceans (Fig. 1), obtained
in diameter (Brummer and Kroon, 1988). The first juvenile between 1989 and 1999 (Fig. 2). A large part of the samples
chambers are formed on a sub-daily rate, and during onwere obtained as part of the German contribution to the Joint
togeny the speed of chamber formation gradually decrease$slobal Ocean Flux Studies in the 1990s at stations and tran-
The neanic stage is marked by a change in depth habitat, angkcts in the North Atlantic (BIOTRANS) and Arabian Sea
occasional changes in the selection of diet (Brummer andepeatedly sampled at seasonal and regional resolution, over
Kroon, 1988). Adult specimens consist of 10-20 chambersa wide range of global marine primary productivity from
and tests are between 100 and 1060in size (on average oligotrophic to eutrophic conditions. In addition, 71 data-
~ 250um). points on live planktic foraminifer assemblages1@5um)

are included from Ortiz et al. (1995) and Kuroyanagi and

Earth Syst. Sci. Data, 4, 75-89, 2012 www.earth-syst-sci-data.net/4/75/2012/
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Table 1. Summary of 1128 data points on population dynamics of live planktic foraminifet2%um) m3, used for the calculation of
assemblage biomass. Each data point consists of five test size fractions of planktic foraminifers classified at the species level. All data
are available from www.pangaea.de (Schiebel, 2002). Samples arotuNg207W (BIOTRANS Station) in the North Atlantic, and in the

Arabian Sea were obtained within the JGOFS Program.

CruisgRef. Year Month Location Lat. Long. Water Depth  No. of
(°N) (°W/°E) (m) Samples
R/V Meteor1(/1 1989  April N Atlantic 18.5 30.5W 100-500 3
R/V Meteor12/3 1990 June N Atlantic 47-47.5 19.5-2¢ 0-500 26
R/V Meteor21/1 1992  March-April N Atlantic 47 198N 0-2500 62
R/V Meteor21/2 1992  April-May N Atlantic 47 19.5W 0-2500 89
R/V Meteor21/3 1992 May N Atlantic 47-47.5 19.5-2W 0-2500 18
R/V Meteor21/3 1992 May N Atlantic 575 20V 0-700 9
R/V Meteor21/5 1992  July N Atlantic 67-72.5 8W-3E 0-2500 62
R/V Poseidor?20Q6 1993 June N Atlantic 44.8 19.8v 0-100 5
R/V Meteor26/1 1993 September N Atlantic 47.8 198 0-2000 12
R/V Meteor27/2 1994  January N Atlantic 47-47.5 17.5-18/% 0-2500 18
R/V Meteor36/2 1996 June N Atlantic 33 22V 60-80 1
R/V Meteor36/5 1996 September N Atlantic 46-48.5 17.5-22)\8 0-2500 176
R/V Meteor36/6 1996 October N Atlantic 47.2 19.5v 0-2500 26
FC Archipelago3/97 1997  August N Atlantic 32-35 29.2-31W 0-1500 26
R/V Poseidor23%/3 1997 August N Atlantic 33-36 22-30.9/ 0-2500 23
R/V Meteor42/3 1998 August N Atlantic 32.1-36 28.9-31\W 0-2500 51
R/V Poseidor247/2 1999 January N Atlantic 32.1-35.8 20.5-3M6 0-2500 91
R/V Meteor35/1 1996 April-May Caribbean 12-19 61.2—79¥ 0-2500 129
R/V Meteor31/2 1995 February—March Red Sea 15.5-27.6 34.5241.7 0-700 50
R/V Meteor31/3 1995 March Arabian Sea 16.2 59 0-2500 32
R/V Meteor32/2 1995 May Arabian Sea 3 6k 0-2500 13
R/V Meteor32/5 1995 August Arabian Sea 17.1 °dD 0-100 5
R/V Meteor33/1 1995 September-October Arabian Sea 10-16.1 60.5-B68.5 0-2500 53
R/V Sonnell7 1997 March Arabian Sea 10-16.3 60.3B65 0-2500 26
R/V Sonnel18 1997 April-May Arabian Sea 10-16.2 60.2<B5 0-2500 26
R/V Sonnel19 1997 May—June Arabian Sea  10-20.5 58.5E65 0-2500 25
Ortiz et al. (1995) 1990 September NE Pacific 41.5-42.2 125.7-184.1 0-200 15
Kuroyanagi and Kawahata (2004) 2002 May—June NW Pacific  32.2-41.6 131.7=#43.H0-200 56
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Figure 1. Latitudinal distribution (Northern Hemisphere) of the Figurelz. Distribution of the planktic foraminifer assemblage data
planktic foraminifer assemblage date= 1128. according to yean = 1128.
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Table 2. Summary of 754 specimens of 21 planktic foraminifer taxa, ontogenetic stag€s (wfiversd, and 30 unidentified specimens
analysed for their protein biomass from three cruises.

Cruise Year Month Location Water Depth  Taxa No. of
(m) Specimens
R/V Meteor84/5 2011  June Bay of Biscay 0-100 Biorbulina sp. 1
R/V Meteor84/5 2011 June Bay of Biscay 0-100 Globigerina bulloides 57
R/V Tansei-MaruKT11-20 2011 August NW Pacific 0-500 Globigerina bulloides 7
R/V Meteor84/5 2011  June Bay of Biscay 0-100 Globigerina falconensis 2
R/V Poseidor349 2007  April Azores 500-700 Globigerinella calida 1
R/V Meteor84/5 2011 June Bay of Biscay 0-100 Globigerinella siphonifera 3
R/V Poseidor349 2007  April Azores 100-1500 Globigerinella siphonifera 7
R/V Meteor84/5 2011  June Bay of Biscay 0-100 Globigerinita glutinata 7
R/V Poseidor349 2007  April Azores 0-700 Globigerinita glutinata 6
R/V Meteor84/5 2011 June Bay of Biscay 0-100 Globigerinita uvula 10
R/V Meteor84/5 2011  June Bay of Biscay 0-100 Globigerinoides sacculifer 20
R/V Poseidor349 2007  April Azores 500-700 Globigerinoides sacculifer 1
R/V Meteor84/5 2011  June Bay of Biscay 0-100 Globigerinoides trilobus 4
R/V Tansei-MarukT11-20 2011 August NW Pacific 80-200 Globigerinoides trilobus 1
R/V Meteor84/5 2011 June Bay of Biscay 0-50 Globorotalia hirsuta 1
R/V Poseidor349 2007  April Azores 100-1000 Globorotalia hirsuta 46
R/V Meteor84/5 2011  June Bay of Biscay 0-100 Globorotalia inflata 69
R/V Tansei-MaruKT11-20 2011 August NW Pacific 0-500 Globorotalia inflata 8
R/V Poseidor349 2007  April Azores 100-1500 Globorotalia scitula 26
R/V Poseidor349 2007  April Azores 100-700 Globorotalia truncatulinoides 14
R/V Meteor84/5 2011  June Bay of Biscay 0-100 Hastigerina pelagica 31
R/V Poseidor849 2007  April Azores 0-700 Hastigerina pelagica 15
R/V Meteor84/5 2011  June Bay of Biscay 0-100 Neogloboquadrina dutertrei 2
R/V Tansei-MaruKT11-20 2011 August NW Pacific 0-500 Neogloboquadrina dutertrei 8
R/V Meteor84/5 2011  June Bay of Biscay 0-100 Neogloboquadrina incompta 20
R/V Tansei-MarukKT11-20 2011 August NW Pacific 0-500 Neogloboquadrina incompta 120
R/V Poseidor349 2007  April Azores 200-300 Neogloboguadrina incompta 1
R/V Meteor84/5 2011  June Bay of Biscay 0-100 Neogloboquadrina pachyderma 42
R/V Tansei-MarukKT11-20 2011 August NW Pacific 0-500 Neogloboquadrina pachyderma 45
R/V Meteor84/5 2011  June Bay of Biscay 0-100 planktic foraminifer 9
R/V Tansei-MarukT11-20 2011 August NW Pacific 0-200 planktic foraminifer 21
R/V Poseidor349 2007  April Azores 0-700 Orbulina universa 12
R/V Meteor84/5 2011 June Bay of Biscay 0-100 Orbulina universgpre-spherical) 14
R/V Meteor84/5 2011  June Bay of Biscay 0-100 Orbulina universgspherical) 57
R/V Meteor84/5 2011  June Bay of Biscay 0-100 /dpintergrade 30
R/V Meteor84/5 2011 June Bay of Biscay 1.5 Tenuitella fleisheri 1
R/V Meteor84/5 2011  June Bay of Biscay 0-100 Turborotalita quinqueloba 30
R/V Tansei-MaruKT11-20 2011 August NW Pacific 0-200 Turborotalita quinqueloba 5

Kawahata (2004), from watergfdOregon (US) and Japan, 2.1 Sampling and faunal counts
respectively.
Planktic foraminifer protein-biomass was obtained from

754 individuals, including 21 species and morphotypes from

all ontogenetic stages (Table 2). The average PFAB was cal®f 0-25 nf (HYDROBIOS mid_@) was applied for verti-
| hauls at 0.3-0.5n5 towing speed (cf. Schiebel et

culated for average test-size frequencies in seven test-siZe? : i
1995). Standardized water depth intervals of 0-20-40-60-

bins (Table 3), and standing stocks at water-depths interval@!-:
between the surface ocean and 2500 m depth (Table 4). Cor0-100-200-300-500-700-1000-1500-2000-2500m allowed

struction of the data-set is explained in Fig. 3. direct comparison of data fromftirent sampling campaigns
(Schiebel, 2002). Samples were preserved in a 4 % formalin-
seawater solution and fiered with hexamine at a pH of
8.2. Classification and faunal counts were carried out on test
size fractions> 100-125-150-200-250-316n and> 315um

A multinet with five 100pm and a rectangular opening
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Table 3. Average protein-biomass (arithmetic mean) per planktic ) — — )
foraminifer test-size binx100um), average frequency of speci- Comp'led.or'g'nal fa“n.al data. measgr?d 'nd'v'qual.plankt'c
. . . ), g q Yy p from Schiebel (2002) in one file foraminifer protein-biomass
mens per size bin after Schiebel and Hemleben (2000), and proj y, jive specimens >125 ym m™ of 21 taxa between
tein content per size bin assuming average planktic foraminifer fre- I 70 and 800 pm test-size
quency. calculation of total live [
specimens >125 ym m3 compiled original protein-
Size bin Average protein  Average Biomagg) I biomass data in one file incl.
(um) biomass{g) frequency (%) per size bin including literature data size and test calcite weight
>100-125 0.700 50 0.35 I - I
> 125-150 0.700 25 0.175 data quality control
> 150-200 0.838 125 0.10475 l
> 200—250 0.982 6.25 0.061375 calculation of average protein-
> 250-315 1.540 3.125 0.048125 biomass per size bin
> 315-400 2.627 1.6 0.042032 |
> 400-500 3.416 0.8 0.027328 calculation av. protein-biomass
> 500 9.152 0.4 0.036608 per av.sized specimen >125 ym
Total - 99.675 0.845218 |

calculation of biomass >125 ym
per water depth interval (ug m=)
for different ocean basins and
different time intervals

calculation of av. biomass
(ug m3) >125 ymper

with an incident binocular microscope using the taxonomy
of Hemleben et al. (1989). Live individuals werefdren-
tiated from empty tests according to the presence or ab-

sence of cytoplasm, respectively. Daily to interannual data water depth interval
sets were combined, and regional data sets froffierdint |
ocean basins were calibrated for their taxonomy and process- PANGAEA data submission

ing method. To avoid bias in the faunal data resulting from . '

ible under-sampling close to the mesh-size (bd)0of calculation of av. water depth
possi pliing integrated biomass (m-?)
the plankton net, the faunal data analysed here §100) I
refer to the size fraction- 125um. Census data are avail- calculation of average global
able from the Pangaea database (Bremerhaven, Germany, planktic foraminifer biomass

www.pangaea.de).

Figure 3. Flow chart of the methodology used to construct a data

set on planktic foraminifer biomass estimates from abundance data

from www.pangaea.de (Schiebel, 2002), Ortiz et al. (1995), Kuroy-

2.2.1 Sampling of live planktic foraminifers for protein anagi and Kawahata (2004), and individual species protein-biomass
measurement data.

2.2 Protein measurement

Live planktic foraminifers were sampled on three research-
cruises in the subtropical to temperate eastern North Atforaminifer was transferred into a bath of micro-filtered
lantic and temperate western North Pacific (Table 2). Fromseawater, gently cleaned with a brush to remove all parti-
R/V Poseidoncruise 349 in watersfbthe Azores Islands cles stuck to the specimen including organic matter. Sub-
from 5 to 24 April, 2007, 133 live specimens of planktic sequently, specimens were immersed in deionized water for
foraminifers from seven stations were sampled from discretdess than a second to remove the seawater. Each foraminifer
water depth intervals, classified, and deep-frozen individu-was individually stored in an Eppendorf cup, and frozen at
ally before analyses in the laboratory. From th& Rleteor ~ —80°C (R/V Poseidon349), or immediately analysed for
cruise 845, 31 May to 21 June 2011, in the Bay of Biscay, protein content (R/ Meteor 84/5 andTansei-MaruKT11-
413 live planktic foraminifers were analysed. From th R~ 20).
Tansei-Marwruise KT11-20, 21-25 August 2011, in the Pa-
cific off northeastern I_—Ionshu, Japan, 213_ live foraminifersz_z2 Planktic foraminifer protein analyses using
were analysed. Specimens sampled during the latter two
cruises were analysed for their protein content on board the
research vessel immediately after sampling. Analyses of thérotein-biomass of planktic foraminifers was analysed
test morphometry and weight were carried out at the Univer-with the bicinchoninic acid (BCA) method developed by
sity of Angers. Smith (1985), using a mix of copper solution (4 %/V)

A total of 754 foraminifers were analysed from 18 sites CuSQ, 5H,0 solution; Sigma-Aldrich) and BCA (Sigma)
and water depths ranging from O to 1500m (Table 2).solution (Smith et al., 1985; Zubkov and Sleigh, 1999; Moj-
Specimens were classified and processed individually. Eackahid et al., 2011). In contact with proteins the?’Cions of

nano-spectrophotometry
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Table 4. Average (arithmetic mean and geometric mean) planktic foraminif@é2bum) protein biomass mi, and integrated over water
depth intervals (im?) from arithmetic mean, and annual biomass production (Tg&yZero values excluded)= 1087. Global annual
biomass production is given for 32210° km? and 9 month yr.

Water depth (m) Protein biomass Protein biomass Protein biomass Protein biomass
(ng m3) arithmetic (ngm2) (wg M%) geometric  (ug M)
0-20 70.04 (29.94-135.74) 1400.80 27.69 553.83
20-40 51.54 (22.50-85.82) 1030.77 20.07 401.32
40-60 51.09 (22.77-89.19) 1021.71 16.48 329.50
60-80 46.44 (16.74-84.69) 928.73 9.87 197.36
80-100 37.48 (12.29-66.26) 749.57 8.03 160.64
100-200 26.40 (7.34-44.51) 2640.20 3.90 390.14
200-300 11.16 (2.81-14.87) 1116.19 2.04 204.07
300-500 452 (1.34-5.00) 903.24 1.02 203.02
500-700 3.08 (0.89-3.32) 616.36 0.60 120.79
700-1000 0.96 (0.37-0.98) 289.03 0.39 117.83
1000-1500 0.42 (0.16-0.42) 208.71 0.18 92.28
1500-2000 0.34 (0.15-0.34) 169.20 0.16 81.40
2000-2500 0.38 (0.14-0.38) 190.62 0.16 81.93
Total - - 11265.13 - 2934.11
Global (TgCyrt) - - 32.7 (11.1-51.3) - 8.5

* From mean arithmetic meatft, from geometric mean.

the copper solution are reduced to'Ctihe Cu ions react  sured three times, and standard curves were constructed us-
with the BCA, and a strong purple color is produced. The in-ing polynomial regression.
tensity of the color increases proportionally with the protein  The dficiency and yield of the osmotic shock method for
concentration, and the absorbance of the 562 nm wave lengtbytoplasm exposure was tested on 24 specimef&aiforo-
was measured with a nano-spectrophotometendiwPsam-  talia hirsuta Globorotalia scitula and Globigerinella si-
ple or standard solution (NanoDrop Z@OThermo Sci- phoniferafrom the RV Poseidon349 samples. The three
entific). Protein standard solution consists of bovine serummspecies were chosen for theiffeérent test architectures and
albumin (BSA) of known concentration. Each sample andapertures, i.e. globular with wide apertur& 6iphonifera,
standard solution was measured in triplicate (Movellan etdiscoidal with intermediate-sized apertur& firsutg, and
al., 2012). Foraminifer samples and protein standard soludiscoidal with small aperturess( scitulg. Cytoplasm and
tions were prepared at the same time to make sure that theroteins were exposed to the WR by crushing the foraminifer
incubation time and temperature were identical. tests, and compared to specimens from the same populations,
Immediately after the foraminifers were cleaned andwhich were subjected to an osmotic shock (not crushed) for
stored in Eppendorf cupsMeteor 84/5 and Tansei-Maru  Cytoplasm exposure.
KT11-20), or after being unfrozen in the case of th¥ Ro-
seidon349 samples, 2@ micro-filtered tap water was added
to each Eppendorf cup for 30 min to allow for an osmotic
shock to quantitatively expose the foraminifer cytoplasm,
and 40Qul of working reagent (WR) was added (Movellan After protein analyses, the foraminifer tests were carefully
etal., 2012). cleaned with tap water to remove particles and stains of the
The reaction and resulting coloration of the sample so-WR. The tests were then stored individually in micro-slides.
lution depends on incubation time and temperature, whichEach test was photographed from the apertural side with an
was adjusted to the foraminifer protein contents. An opti- automated incident light microscope installed at the Univer-
mum color spectrum was obtained at an incubation timesijty of Angers, and driven by ana|y§?550ftware (Boll-
of 24h at room temperature (2®2°C). After incubation,  mann et al., 2004; Clayton et al., 2009), at a resolution of
each tube was centrifuged for 3 seconds at 5000 rpm, and.4um? (pixel size), and images were analysed for their two-
the absorbance at 562 nm was measured with a NanoDrogimensional (silhouette) morphometry. Minimum diameter
2000® nano-spectrophotometer. The absorbance of the WRand silhouette area were used for analyses of the protein-to-
is afected both by color and brightness resulting from thesize relation of the planktic foraminifer tests (Figs. 4 and 5).
concentration of proteins. Each absorbance value was mea- A microbalance (Mettler Toledo XP2U, readability of
0.1ug) was employed to weigh individual foraminifer tests.

2.3 Morphometric analyses and weight of the foraminifer
test
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Figure 4. (a) Variation of planktic foraminifer protein content with size (minimum diameter) at the Bay of Bisgay NRteor84/5), the

Azores region (R/ Poseidor849), and the western Pacific/fRTansei-MaruKT11-20).n = 561,r? = 0.745 (exponential fit)p < 0.00001,

standard deviation of the residual4.612.(b) Variation of test weight with size (minimum diameter) of the total datarset§46). Diferent
size-to-weight ratios of dierent species result in a low = 0.571 (linear fit),p < 0.00001, standard deviation of the residua623.(c)

Relation of size (minimum diameter) and silhouette area, the latter of which has been shown to constrain size-and-weight changes to a high
degree (Beer et al., 2010):= 660,r? = 0.974, p < 0.00001.

Weighing was carried out in an air-conditioned weighing- carefully chosen literature data of similar sampling (i.e. gear,
room at constant temperature and humidity. Each foraminifedepth intervals, and live specimend25um test-size) and
was individually stored in an aluminium capsule and storing method (biered formaldehyde). All of those crite-
weighed after- 12 h of acclimatisation in the weighing room. ria could be applied to the data of Kuroyanagi and Kawa-
All foraminifer tests were weighed three times, at an overallhata (2004) and Ortiz et al. (1995).

average precision af 0.17pg.

3 Results

2.4 Quality control 3.1 Efficiency of the BCA method for planktic foraminifer

. . . rotein-biomass determination
Most of the data points on planktic-foraminifer assemblage- P

biomass (PFAB) presented here are calculated from owrThe protein data derived from specimens treated with an os-
data on population dynamics (faunal data, standing stocks)notic shock (standard method) were compared to data from
and individual protein-biomass data. All of our own data 24 crushed specimens &. hirsuta G. scitulg andG. si-
points on standing stocks and protein-biomass were indiphoniferafrom the same samples fR Poseidor349) using
vidually verified. In case any data point deviated from datavariance analysis (performed with the software R v.12.2.1).
points of similar context, i.e. protein-biomass data from sim-The protein contents of crushed specimensGofhirsuta

ilar species and size, and faunal data from similar locationsand G. siphoniferaare not significantly dferent from the

and water depths, those data were rejected (6 out of 762kpecimens submitted to an osmotic shopk=(0.5929 and

All zero values (i.e. empty tests) were removed from the0.3312, respectively). We hence conclude that the standard
individual protein-biomass data, as well as protein-biomasBCA method (i.e. osmotic shock) provides reliable protein
values, which were unreasonable considering the size andata for these two species representative of all species of the
test-weight of a species. In turn, zero values were kept indata set including 704 individuals (i.e. 94.7 % of the data set
the data set on standing stocks, since the water column (ilon protein-biomass; Table 2). In contrast, the protein content
particular at greater depth) can be devoid of live planktic of G. scitulawas significantly larger for crushed specimens
foraminifers. We did not apply Chauvenet’s criterion to re- (average 2.416g) than for the specimens subjected to an os-
move outliers from our data set, because (i) we could verifymotic shock (average 2.238; p = 0.02465), i.e. the method

all of the data presented here, which were all produced at ouresulted in a yield 92.59%. The slight underestimation of
laboratory and assumed reliable, and (ii) the maximum val-the measured protein content®f scitulausing the osmotic
ues are included in the natural variability of standing stocksshock method may results from the compact test architecture
and assemblage-biomass. In addition to own data, we havand the small aperture of this small globorotalid species. The
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Figure 6. Distribution of log-normalised planktic foraminifer
cytoplasm-carbon biomass (Lggg C nT3) as a function of lati-
0.1 tude f = 1016; without zero values).

>125-150  >200-250 >315
>100-125 >150-200 >250-315
Size (um) of magnitude to a water depth of 1000 m (Table 4, Fig. 8).
The highest variation in individual protein-biomass occurs at

Figure 5. Average protein-biomass versus minimum diameter dis-intermediate water depths from 100-700 m (Fig. 8). In turn,
played as median values, notches, and the upper and lower quartilegyecies- and size-specific individual biomass is not related to
for the respective siz_e bir!s. 'I_'he_ar_ithmetic mean of prc_)tein-bio_mas%vat(_:‘r depth, as shown f@loborotalia hirsuta(Fig. 9). The
of the two smalles_ts!ze bins |s_5|m|lar atQgC per specimen. Cir- average global depth-integrated protein-biomass of planktic
cles and crosses indicate outside and far outside values, reSpeCtNe%raminifers per square meter down to 2500 m water depth is
11.27 mg (Table 4).

The CaCQ@ mass (i.e. weight) of planktic foraminifer
tests analysed here was on average three times as high as
the protein-biomass (Fig. 4a and b). Given a theoretical
CaCQ mass of planktic foraminifer tests of 100.09 g gl
and a calcite-carbon mass of 12.01gmplthe planktic
foraminifer test calcite-carbon mass resembl&$ % of the
protein-biomass, but which is not included in the biomass

3.2 Planktic foraminifer biomass, test size, and weight data presented in the following.

same might be true for the globorotalid spedgdruncatuli-

noides Since both species. scitulaandG. truncatulinoides
include only 5.3 % of the biomass data set, ariti% of the

faunal data, we did not correct the following assemblage-
biomass calculations for this bias.

Individgal planktic forami'nifer biomf';\ss s relgteq to test 33 seasonal development of the planktic-foraminifer
size (Fig. 4). Ir_1 turn, the sme-normahsed pr(_)teln-blomass of assemblage-biomass (PFAB)
different species, and the planktic-foraminifer assemblage-
biomass (PFAB) from dierent latitudes (Fig. 6) andféerent ~ Seasonal changes in PFAB are most pronounced in surface
months and seasons (Fig. 7) are similar. The average proteirwaters. The highest PFAB in the temperate North Atlantic
biomass of the two smallest planktic foraminifer test sizeat BIOTRANS (around 47N, 20° W) occurred in spring
bins > 100-125m and > 125-15Qum is similar at 0.7.g (March and April), and fiected waters down to 300 m wa-
per specimen (Table 3), and significantlyef,) increases ter depth (Fig. 10). Intermediate PFAB occurred in surface
in the larger size bins (Table 3, Fig. 5). In turn, the small waters during summer, and lowest PFAB occurred in surface
size bins contribute more to the PFAB (Table 3) becauseand deep waters in fall and later winter (Fig. 10).
of a much higher frequency of small than large specimens Highest PFAB in the Arabian Sea occurred in July and Au-
to the overall standing stocks (Peeters et al., 1999; Schiebajust, i.e. during the fully developed SW monsoon (Fig. 11),
and Hemleben, 2000). The average global individual plank-with concentrations similar to those during spring in the
tic foraminifer protein-biomass is calculated at 0.345 Ta- North Atlantic (Fig. 10). In contrast to the North Atlantic,
ble 3). very high PFAB in the Arabian Sea was more restricted to the
PFAB as a function of water depth is highest in the up- surface 100 m of the water column (Fig. 11). Lowest PFAB
per 60 m of the water column, and decreases by two orderi the Arabian Sea occurred in late March to April, i.e. during
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o o LUK
i e e L Figure 9. Protein-biomass oGloborotalia hirsutafrom different
oo womummuban w om . .
500 - . 1 water depth is largest between 200-700 m water depth, but is in
o eoer ammlnam’esowee o general rather correlated to individual size<{30). The largest in-
o o GtCIEDEmNe @ dividuals (adults) are known to dwell at subsurface de@tbboro-
_ 1000 F 1 talia hirsutahas been selected for the analyses of depth dependant
§ biomass changes because the species frequently occurs over a large
2 R - water depth interval and are easily analysed for their protein con-
© 1500} o 1 tent.
[ ] o CIEEDGED ¢ G
2000 . 3.4 Regional differences in PFAB

® ocoeme mssmo ® o o Lowest average PFAB occurred in the subtropical North At-
lantic, in the central and equatorial Arabian Sea, and in the
Red Sea (Fig. 12). Average PFAB in the subtropical gyre
south of the Azores Islands in the eastern North Atlantic was
Figure 8. Log-normalised carbon-biomass (Leggm?) given one order of magnitude lower than the PFAB at mid-latitudes
for the total planktic foraminifer assemblagel25um (httpy/doi.  (Fig. 12). The further north in the eastern North Atlantic the
pangaea.d&0.1594PANGAEA.777386). Data are calculated from more limited is the PFAB to the short productive season.
average individual protein-biomass data and faunal counts froniThe maximum PFAB concentration 5200ug m3 at 68 N
the eastern North Atlantic, Caribbean, and Arabian $eaX087;  in July was guantitatively similar to that in spring at°4¥
without zero values). All data given for the mid-points of the sam- (Fig. 12). Highest PFAB concentration of100ug m= in
pled water depth intervals. The assemblage protein-biomass data ¢fe Arabian Sea around 1N, 60° E occurred in surface wa-
s_urface and deep Wgters cover _ab_out _thr_ee order_s of magnitude, aqgrs at the upwelling regionfbOman, and fiected also the
?iv: (ir(;joe_rzoognr:)agnltude of variation in intermediate water depthssubsurface:( 100 m depth) water column (Figs. 11 and 12).
o ' PFABs in the eastern and western Pacific range at medium
values in comparison to PFABs in the Atlantic and Arabian

the spring intermonsoon. During the late NE monsoon (early>€@. In general, average PFAB exponentially decreases with
to mid March), PFAB in the Arabian Sea was slightly higher Water depth between 100-1500 m (Fig. 8) in regions and dur-
than during the intermonsoon (Fig. 11). ing times of low biological productivity, and is enhanced

down to water deptls 1000 m in regions and at times of high
productivity (Figs. 10 to 12).

2500 . . . . .
0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000

Foraminifer biomass (ug C m™)
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Figure 10. Average temporal development of planktic foraminifer assembtat@5um protein-biomass at BIOTRANS, North Atlantic at

47 N, 20 W. n = 428 data points (0—2500 m) between 1990 and 1996 (Table 1). Water depths refer to the lower limits of the sampled water
depth intervals. Grey levels correspond>t@00, > 100-200,> 10-100,> 1-10,> 0-1, and Qug C nT3. White=time interval not sampled.
Resolutionz= 20 m water depth, = 10 days, using quadrant interpolation.

4 Biomass conversion factors lation dynamics (e.g. Schiebel and Hemleben, 2000). We as-
sume that the individual planktic foraminifer cytoplasm (in-
cluding the reticulate and rhizopodial cytoplasm) was quan-

The protein—biomass of planktiC foraminifers measured byt|tat|ve|y Samp'ed' and we do not account for any Symbiont_

nano-spectrophotometry, and the resulting biomass convelhjomass. Individual planktic foraminifer biomass appears to

sion factors calculated from our data are similar to thosepe independent of water depth (Fig. 9), though, and the same
given by Michaels et al. (1995) from CHN analysis. An av- hiomass conversion factors per size bin are applied to all

erage Species Of 31].5'“ mil’limum test diameter Contains analysed water depth intervals (Tab'e 4)

about 2.21g protein-biomass (Fig. 4a), which amounts to

2'2”9 per 10um? silhouette area.(llzig. 4b), the latter being 4.1 First-order estimates of the global planktic

a reliable measure qf the foram.|n|fer test volume (Bger et foraminifer biomass stock and biomass production

al., 2010). The resulting conversion factor between biomass

and volume of 92+ 0.070 pg Cum~2 is similar to the av-  The majority of planktic foraminifers is living in the surface

erage value of 089+ 0.055 pg Cum~3 given by Michaels et  oceans, hemipelagic oeans, and marginal ocean basin (e.g.

al. (1995) without specifying the size of the analysed spec-Vincent and Berger, 1981; Schiebel et al., 1995; Peeters and

imens. However, Michaels et al. (1995) analysed the sam@&rummer, 2002; Kuroyanagi and Kawahata, 2004; Loncaric

specie. universaandH. pelagica which are also frequent et al., 2006; Retailleau et al., 2011), i.e. above and within the
in our data on larger subtropical species (Table 2). Based oseasonal pycnocline and associated deep chlorophyll maxi-
this inter-comparison, we conclude that the protein-biomassnum (DCM). Accordingly, the largest regional and tempo-

equals the amount of cytoplasm carbon (see also Zubkov etal variation in population dynamics occurs in surface waters
al., 1999, on bacteria). In addition, CHN data on the (ben-(Schiebel, 2002). Diversity and turnover rates of the subsur-
thic) foraminifer Ammonia tepidandicate that foraminifer  face and deep dwelling fauna are much smaller than those of

protein-biomass equals carbon-biomass (Movellan, 2012). the surface dwelling fauna (Schiebel and Hemleben, 2005).

Smaller planktic foraminifer specimens have much higherConsequently, our calculation of the surface water PFAB is
average conversion factors of4Q3+ 0.040 pg Gum~3 (at based on a data set of higher resolution than that of the sub-

100pm minimum test diameter) than larger specimens (de-surface to deep PFAB (Tables 1 and 2, Fig. 8).

duced from Fig. 4a and b). Consequently, we have based our Our data on the planktic foraminifer population dynamics

biomass calculations on average biomass conversion factoiig the eastern North Atlantic, Caribbean, Red Sea, and Ara-

for different test-size bins (Table 3), resembling those alsdian Sea (Table 1) cover a wide range of productivity regimes
applied to the analyses of the live planktic foraminifer popu- (Berger et al., 1988; Berger, 1989; Yoder et al., 1993; Antoine
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Figure 11. Average temporal development of planktic foraminifer assembtat@5um protein-biomass at WAST, Arabian Sea at RQ

60° E. n=80 data points (0-2500 m water depth) in 1995 and 1997 (Table 1). Water depths refer to the lower limits of the sampled water
depth intervals. Gray levels correspond-t@00, > 100-200,> 10-100,> 1-10,> 0-1, and Qug C nT3. White= time interval not sampled.
Resolutionz = 20 m water depth, = 10 days, using quadrant interpolation.

et al., 1996; Longhurst, 2007; the MODIS web site) from leben et al., 1989). The resulting global planktic foraminifer
equatorial to subpolar latitudes, including oligotrophic wa- biomass would hence add up to 0.85-3.27 Tg C at any point
ters of the subtropical gyres and upwelling regions (Fig. 12),of time. Assuming a global deep ocean surface of 290
and facilitate a first-order estimate of the global plank- 10° km? inhabited by fully developed planktic foraminifer
tic foraminiferal biomass. However, being omnivorous zoo- faunas might be a rather conservative guess, though, since
plankton, the production of planktic foraminifers is not di- Retailleau et al. (2009, 2011) presented fully developed fau-
rectly related to primary production (Schiebel, 2002). We nas in the marginal Bay of Biscay, like in all other marginal
have hence calculated the PFAB from regional data set®asinsincluded in our estimate. Including marginal basins in-
on population dynamics (numbers pef)navailable from  creases the ocean area inhabited by planktic foraminifers by
httpy/doi.pangaea.d#0.1594PANGAEA.777386. 32x10° km? to 322x 10° km? (Milliman and Droxler, 1996),
Considering the good data coverage between the tropicalesulting in a global planktic foraminifer biomass of 0.94—
and polar oceans (Figs. 1 and 6), oligotrophic to eutrophic3.63 Tg C at any point of time.
waters (Fig. 12; cf. Schiebel, 2002), and over the productive The average turnover time, i.e. the synodic lunar re-
seasons (Fig. 7; cf. Obata et al., 1996, for seasonal changgsoduction cycle of surface dwelling planktic foraminifer
in the surface ocean productivity) between 1989 and 199%pecies is assumed to be one month (e.g. Schiebel and Hem-
(Fig. 2), the average PFAB 125um test-size sums up to a leben, 2005, and references therein). The abundant shallow
global average of 2.93-11.27 mg Chfgeometric mean and dwelling speciesGlobigerinoides ruber(fortnightly repro-
arithmetic mean, respectively) at any point of time (Table 4:duction) and possibly all deep dwelling globorotalids (up
2934.11-11265.18g C nT2). Planktic foraminifer biomass to annual reproduction cycles) are exceptions. Excluding
at waters deeper than 2500 m is assumed negligible here (cphotic (winter) conditions in mid to high latitudes, and as-
Schiebel, 2002). suming nine complete reproduction cycles per year on av-
To extrapolate from regional to global planktic foraminifer erage, the global planktic foraminifer biomass production
biomass, the absolute surface area of the global deep ocedn 125um) amounts to 8.5-32.7 Tg Cyr(geometric mean
is taken as 298 10° km? (Milliman and Droxler, 1996; to-  and arithmetic mean, respectively; Table 4). Interannual vari-
tal area= 362.03<10° km?, cf. Dietrich et al., 1975). This ations in regional planktic foraminifer production (Schiebel
excludes areas of the global ocean, in which plankticand Hemleben, 2000) are assumed compensated at the global
foraminifer reproduction, and hence foraminifer production, scale.
is supposed to be inhibited due to, for example, shallow water The above calculations include only the planktic
depths, turbidity of the ambient seawater, or ice cover (Hemforaminifer fauna >125um, though, excluding smaller
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Figure 12. Log-normalised average depth related PFAB (lopg C nT3) binned on a % 3° grid, comprising the North Atlantic Ocean,
Caribbean, Arabian Sea and Gulf of Aden, and Red Sea.

individuals of ~12-125um in size (cf. Brummer and al., 2012: 40-200 Tg C), and3-5 % the biomass of diatoms
Kroon, 1988). Given that the number of individuals of a (Leblanc et al., 2012; 500-3000 Tg C).

population decreases over time, and assuming that the av-

erage faunal contribution of individuats 100-125um in 4.2 Uncertainties of the PFAB estimates

size amounts to 50 % of the total faurd 00um (Table 3;
Schiebel and Hemleben, 2000), the numbers given abov
(> 125um) would possibly be twice as high when includ-
ing individuals> 100-125um, and more than three time as
high for the entire planktic foraminifer fauna including ju-

This paper presents a first estimate of regional PFAB extrapo-
fated to the global scale, and future estimates based on larger
data sets might considerably deviate from the one presented
here. We will therefore regularly update our data to improve
venile and neanic individuals. A conservative first-order es_spatlal_coverage. Although including wide geographical and
. . . . : ecological ranges, our data set lacks data from the South-
timate of the entire global planktic foraminifer biomass pro- : . i

ern Hemisphere, and in particular data from the Southern

duction might hence range at25-100 Tg C yrt, which is : . :
about half that of the estimated diazotroph biomass (Luo etO cean would ¢ 0n3|de_rably Improve our PFAB estimate. In
addition, we will try to include data on biomass and standing
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Chapitre 6

Distribution verticale du carbone dans la
colonne d’eau : variations saisonnieres et
latitudinales dans la zone du Front des
Acores

-

Tri et identification des foraminifeéres au laboratoire, sous loupe binoculaire. Photo : janvier 2010, avec de gauche
a droite : Mark Phipps, Aurore Movellan, Yannick Bayona, Christine Barras et Sophie Retailleau.
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6.1. INTRODUCTION
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6.1 Introduction

Le courant des Acores est la branche sud-est du
Gulf Stream. Il apporte dans la région des Acores
une masse d’eau chaude, de température moyenne
a 18°C, qui reste en surface (SMW, Subtropical
Mode Water). Ces eaux chaudes passent en biseau
au dessus des eaux tempérées nord atlantiques
(NATW, North Atlantic Temperate Water), consti-
tuant ainsi le Front des Acores (Figure [6.1). Ce
front est également marqué par un fort gradient de
chlorophylle a. La zone de front hydrographique,
sensus stricto, se trouve en profondeur en dessous
du SMW, et est définie par I'isotherme a 15°C
(Gould, |1985)). Un isotherme a 15°C au dessus de
200 m de profondeur indique des eaux au nord du
front, tandis qu’un isotherme a 15°C au dessous
de 300 m de profondeur indique des eaux océa-
niques au sud du front (Figure[@; Gould, |1985).
Le front des Acores est présent tout au long de
I’année, centré sur 34°N, mais qui oscille actuel-
lement entre 32° a 36°N (Gould, |1985)).

La zone des Acores a fait 1’objet de précédentes
études sur les foraminiferes planctoniques aussi
bien actuels (Schiebel et al., 2002b; |Storz et al.,
2009), que fossiles (Schiebel et al.| [2002a)). Ces
études avaient pour but d’évaluer I'impact du
front des Acores sur les assemblages spécifiques
de foraminiferes planctoniques, afin de créer un
proxy paléocéanographique qui permette de retra-
cer les variations latitudinales du front des Acores
au cours des périodes glaciaires-interglaciaires.

Schiebel et al.| (2002b) ont observé des abon-
dances faibles de foraminiféres planctoniques sur
la zone du front des Acores, tandis que de fortes
abondances sont observées au nord du front, au-
dessus de la thermocline. Cette étude présente
les distributions verticales de chaque espece dans
la colonne d’eau, a deux périodes contrastées de
I’année (Aot et Janvier).

Dans ce chapitre, nous avons utilisé les don-
nées faunistiques collectées au cours de 6 mis-
sions océanographiques qui ont eu lieu entre 1993
et 2008. Cet ensemble de données permettent une
meilleure compréhension de la dynamique de po-
pulation des foraminifeéres planctoniques autour

du front des Acores, au cours de différentes sai-
sons. Des données de biomasse ont été également
acquises au cours de cette these, en provenance
de cette zone géographique (campagnes R/V Po-
seidon 349 et R/V Poseidon 377). Nous disposons
ainsi d’un grand nombre de données de biomasse
pour les foraminiféres planctoniques actuels dans
cette zone océanique fortement dynamique.

Nous avons utilisé les données de biomasse
présentées Chapitre ] section .3.2] sur notre set
de données faunistiques, nous avons pu calculer
les biomasses totales des assemblages de forami-
niferes planctoniques sur ’ensemble de la zone
des Acores, avec des échantillonnages répartis
tout au long de I’année. Pour chaque assemblage,
des valeurs de calcite totale ont été également cal-
culées.

Le but de ce chapitre est d’évaluer I’'impact du
front des Acores sur la distribution de la biomasse
des foraminiféres planctoniques utilisant ces nou-
velles données afin d’une partd’étudier la distribu-
tion verticale du carbone organique (biomasse) et
inorganique (calculé a partir des poids de calcite)
dans la colonne d’eau, et d’autre part de calcu-
ler des budget totaux de carbone pour I’ensemble
de la colonne d’eau entre la zone productive et la
zone méso-bathyale (<2500 m).

6.2 Matériel et Méthodes

6.2.1 Missions océanographiques

Les données utilisées ont été collectées au
cours des campagnes Arquipelago FCA97C, R/V
Poseidon 231/3, et R/V Poseidon 247/2 de
Schiebel et al.| (2002b). Nous les avons complé-
tées par des données faunistiques acquises au
cours de trois campagnes supplémentaires effec-
tuées en mai 1992 (R/V Meteor 31-3), juin 1996
(R/V Meteor 36-2) et décembre 2007 (R/V Po-
seidon 377). Les données de la mission R/V Po-
seidon 377 (piquage, identification, mesures de
la taille des tests individuels) ont été acquises au
cours de cette these. Au cours de ces missions,
20 stations ont été échantillonnées dans la zone
des Acores (Tableau [6.1} Figure [6.2). A partir
des profils de température et conductivité (sonde
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FIGURE 6.1: Distribution verticale des températures le long du transect 22°W, de 31.5°N a 39°N, basé sur des
données CTD au cours de la mission R/V Poseidon 349. La ligne hachurée rouge indique la position approximative
de I’isotherme 15°C définissant le front des Agores. Les barres noires verticales indiquent les limites Nord et Sud
du front, lorsque I’isotherme est situé entre 200 et 300 m de profondeur. Au moment de la mission, le front était
donc situé entre 35° et 36°N de latitude (figure modifiée d’aprésWaniek and Party} 2007).

CTD) réalisés a chaque station et chaque mission,
la position du Front des Acores a été déterminée
(par ex. [Schiebel et al.l [2002b). La position rela-
tive de chaque station par rapport a ce front océa-
nique a chaque saison d’échantillonnage est donc
connue. Seulement les deux Stations 694 et 696
(Tableau [6.1] Figure [6.2) sont situées en perma-
nence au sud du Front (30 et 31°N), tout au long
de I’année. Toutes les autres stations échantillon-
nées sont balayées par le front au cours de I’année
(32 a 36°N). Nous ne disposons d’aucune station
qui soit située en permanence au nord du front

(Schiebel et al.| 2002b; [Waniek and Party, [2007).

Au cours de chacune de ces missions, les
échantillons de plancton ont été prélevés avec
un multinet Hydrobios-midi (maille 100 um,
50x50 cm d’ouverture). La colonne d’eau a été
échantillonnée depuis la surface, jusqu’a 2500 m
de profondeur pour les missions R/V Meteor 21-
3, R/V Poseidon 231/3, R/V Poseidon 247/2. Pour
la mission B/O Arquipelago FCA97C, la colonne
d’eau a été échantillonnée entre 0 et 700 m de pro-
fondeur, de la surface a 2000 m de profondeur
pour la mission R/V Poseidon 377, et de la sur-
face a 100 m de profondeur pour la mission R/V
Meteor 36-2 (Tableau [6.1)).

De la surface a 100 m de profondeur, les échan-
tillons ont été prélevés selon des intervalles de
profondeur de 20 m (0-20-40-60-80-100 m). Le
bas de la colonne d’eau a été échantillonné selon
les intervalles 100-200-300-500-700-1000-1500-
2000-2500 m de profondeur. Les échantillons ont
été préservés dans une solution de 4% de formal-
déhyde tamponnée a 1’hexaméthyltétramine a un
pH de 8,2.

6.2.2 Assemblages

De retour en laboratoire, les foraminiferes
planctoniques ont été individuellement prélevés a
I’aide d’un pinceau. Chaque individu a été identi-
fié a un niveau spécifique, et les vivants (porteurs
d’un cytoplasme) ont été distingués des morts
(tests vides).

Pour I’ensemble des missions, a I’exception de
la mission R/V Poseidon 377, les foraminiféres
ont été identifiés selon les classes de taille sui-
vantes : <100-125-150-200-250-315 et >315 um.
Pour la mission R/V Poseidon 377, chaque in-
dividu a été photographié et mesuré grace a
un microscope semi automatisé a lumiere inci-
dente (logiciel analySIS®, Bollmann et al., 2004}
(Clayton et al.| [2009). On connait donc la taille

exacte de chaque individu.
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FIGURE 6.2: Position géographique des 20 stations échantillonnées au cours des 6 campagnes océanographiques
dans la zone des Agores dans I’ Atlantique Nord (Tableau [6.1)). (A) Le gradient de couleur représente la concen-
tration en chlorophylle a. On observe un fort gradient de chlorophylle a sur la zone du front des Agores. (B)
Chaque campagne océanique a été représentée selon un motif différent : R/V Meteor 21-3 (orange), R/V Me-
teor 36-2 (rose), B/O Arquipelago FCA97C (rouge), R/V Poseidon 231/3 (turquoise), R/V Poseidon 247/2
(bleu), R/V Poseidon 377 (vert). Concentration de chlorophylle modifiées d’apres cartes du site internet MODIS,
|http://oceancolor.gsfc.nasa.gov/,
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TABLE 6.1: Liste des stations échantillonnées au cours des 6 campagnes océanographiques, avec les
dates, coordonnées géographiques et les différentes profondeurs échantillonnées. (*) stations pour les-
quelles nous disposons de mesures de biomasse de certains individus selon la méthode BCA. (**) sta-
tions pour lesquelles nous disposons a la fois de comptages des individus dans la colonne d’eau, ainsi
que de mesures de biomasse pour un certain nombre d’individus. Pour toutes les autres stations, les
individus ont été comptés et leur distribution verticale dans la colonne d’eau est connue.

Mission Date Stations Latitude (°N) Longitude (°W) Profondeur des
filets (m)
R/V Meteor 21-3 11/05/1992 199 33°56,392 21°50,180 0-100
R/V Meteor 21-3 11/05/1992 199 33°56,434 21°50,321 100-700
R/V Meteor 21-3 11/05/1992 199 33°56,564 21°50,304 700-2500
R/V Meteor 36-2 25/06/1996 178/L.1 33°00,163 22°00,031 0-100
Arguipelago FCA97C  01/08/1997 45 32°39,7 30°35,01° 0-100
Arquipelago FCA97C  01/08/1997 45 32°39,735° 30°35,273’ 100-700
Arguipelago FCA97C  02/08/1997 52 32°05,752’ 31°41,226° 0-100
Arquipelago FCA97C  02/08/1997 52 32°06,115° 31°39,887’ 100-700
Arqguipelago FCA97C  04/08/1997 35-N 34°55,867° 29°10,7° 100-700
Arquipelago FCA97C  04/08/1997 35-N 34°56,488’ 29°10,677 0-100
R/V Poseidon 231/3 06/08/1997 481 32°59,738’ 21°59,065’ 700-2500
R/V Poseidon 231/3 06/08/1997 481 32°59,768’ 21°59,957° 100-700
R/V Poseidon 231/3 06/08/1997 481 33°00,007° 21°59,957° 0-100
R/V Poseidon 231/3 11/08/1997 487 32°30,851° 34°24,197 100-700
R/V Poseidon 231/3 11/08/1997 487 32°30,921° 34°24,197° 700-2500
R/V Poseidon 231/3 11/08/1997 487 32°31,048’ 34°24,038’ 0-100
R/V Poseidon 231/3 11/08/1997 487 32°310° 34°240° 0-3784
R/V Poseidon 231/3 13/08/1997 492 35°00,567° 30°48,562’ 0-120
R/V Poseidon 231/3 13/08/1997 492 35°00,857° 30°48,622’ 0-100
R/V Poseidon 231/3 14/08/1997 493 35°59,985° 28°56,046° 0-100
R/V Poseidon 231/3 14/08/1997 493 36°00,411° 28°55,822’ 100-700
R/V Poseidon 231/3 14/08/1997 493 36°01,099° 28°55,57 700-2500
R/V Poseidon 231/3 14/08/1997 493 36°01,694° 28°56,063’ 0-3000
R/V Poseidon 247/2 17/01/1999 1 35°00,032’ 29°12,401° 700-2500
R/V Poseidon 247/2 17/01/1999 1 35°00,041° 29°12,311° 100-700
R/V Poseidon 247/2 17/01/1999 1 35°00,101° 29°12,218’ 0-100
R/V Poseidon 247/2 18/01/1999 2 34°58,367 31°03,127° 700-2500
R/V Poseidon 247/2 18/01/1999 2 34°59,574° 31°00,571° 100-700
R/V Poseidon 247/2 18/01/1999 2 35°00,003’ 31°00,068’ 0-100
R/V Poseidon 247/2 19/01/1999 3 32°06,15° 31°39,213’ 0-100
R/V Poseidon 247/2 19/01/1999 3 32°06,221° 31°39,553’ 100-700
R/V Poseidon 247/2 19/01/1999 3 32°06,545’ 31°40,929° 700-2500
R/V Poseidon 247/2 19/01/1999 4 32°40,153° 30°33,182’ 0-100
R/V Poseidon 247/2 19/01/1999 4 32°40,189’ 30°32,937 100-700
R/V Poseidon 247/2 20/01/1999 4 32°40,276’° 30°32,325° 700-2500
R/V Poseidon 247/2 21/01/1999 5 33°34,948’ 26°10,031° 0-100
R/V Poseidon 247/2 21/01/1999 5 33°35,767 26°09,432’ 100-700
R/V Poseidon 247/2 21/01/1999 5 33°36,31” 26°08,778’ 700-2500
R/V Poseidon 247/2 22/01/1999 6 35°49,725° 20°29,374° 100-700
R/V Poseidon 247/2 22/01/1999 6 35°49,979° 20°30,055° 0-100
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TABLE 6.1: (suite)

Mission Date Stations Latitude (°N) Longitude (°W) Profondeur des
filets (m)
R/V Poseidon 247/2 23/01/1999 6 35°49,009° 20°27,257 700-2500
R/V Poseidon 247/2 24/01/1999 7 33°04,014° 22°00,873’ 700-2500
R/V Poseidon 247/2 24/01/1999 7 33°04,574° 22°00,251° 100-700
R/V Poseidon 247/2 24/01/1999 7 33°04,954° 21°59,913° 0-100
R/V Poseidon 349 10/04/2007  254* 32°59,990° 22°00,037° 0-1500
R/V Poseidon 349 11/04/2007  256* 34°59,98’ 22°00,05° 0-2000
R/V Poseidon 349 12/04/2007  258* 37°00;001° 22°00,067° 100-2000
R/V Poseidon 349 16/04/2007  263* 34°59,910° 20°0,069’ 0-700
R/V Poseidon 349 17/04/2007  265* 33°1,468’ 21°58,737 100-2000
R/V Poseidon 349 18/04/2007  267* 32°0,010° 19°59,998° 0-1000
R/V Poseidon 349 20/04/2007  270%* 29°59,99’ 21°59,79° 0-700
R/V Poseidon 377 10/12/2008  694%*%* 29°59,98 21°56,98 0-2000
R/V Poseidon 377 11/12/2008  696** 30°59,90° 21°559,73 0-700
R/V Poseidon 377 11/12/2008  698%** 32°00° 22°00,01 0-700
R/V Poseidon 377 13/12/2008  704%*%* 35°00,05° 21°59,64° 0-2000
50 6.2.3 Densité, biomasse et masse de cal-
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FIGURE 6.3: Distribution du contenu protéique pour
chaque classe de taille (diametre minimum) de fora-
miniferes planctoniques d’apres ’ensemble des don-
nées présentées Chapitre [d] section[4.3.2] Pour chaque
classe de taille sont représentés la plus petite observa-
tion, le quartile inférieur, la médiane, le quartile su-
périeur, et la plus grande observation ; Les valeurs ex-
trémes sont représentées par des ronds vides. Les va-
leurs moyennes et écart types sont donnés Tableau@

mises au point au Chapitre ] (Table Figure
[6.3). Tout individu d’une méme classe de taille
s’est vu attribuer la méme biomasse, quelle que
soit son espece, étant donné que nous n’avons
montré aucunes différences inter-spécifiques sta-
tistiquement significatives (cf Chapitre [)). Pour
calculer les biomasses totales de chaque assem-
blage, la densité des individus porteurs de cyto-
plasme de chaque classe de taille a été multipliée
par le contenu protéique moyen des individus de
cette classe de taille, puis la somme de la bio-
masse par m> de chaque classe de taille a permis
d’obtenir une valeur totale pour 1’assemblage.
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TABLE 6.2: Contenu protéique moyen, et masse moyenne du test pour chaque classe de taille de forami-
niféres planctoniques. Ces valeurs sont issues des données présentées Chapitre 4] sectiond.3.2]

Classe de taille (um)

Contenu protéique (ug)

Moyenne

Ecart type

Masse du test (ug)
Moyenne Ecart type

100-125
125-150
150-200
200-250
250-315
>315

0,720
0,684
0,802
0,946
1,507
5,269

0,411
0,394
0,385
0,354
0,672
4,353

1,029 0,689
1,552 0,806
2,035 1,195
3,716 1,380
6,319 2,763
20,499 16,451
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FIGURE 6.4: Distribution de la masse du test pour
chaque classe de (diametre minimum) de foramini-
feres planctoniques d’apres 1’ensemble des données
présentées Chapitre [] section [4.3.2] Pour chaque
classe de taille sont représentés la plus petite obser-
vation, le quartile inférieur, la médiane, le quartile su-
périeur, et la plus grande observation ; Les valeurs ex-
trémes sont représentées par des ronds vides. Les va-
leurs moyennes et écart types sont donnés Tableau@

Pour chaque station et profondeur, la masse to-
tale de calcite des tests de foraminiferes planc-
toniques par m> d’eau a été calculée a par-
tir de mesures de poids de deux origines dif-
férentes. Les masses de calcite ont été calcu-
lées en premier lieu avec les valeurs utilisées
par |Schiebel and Hemleben| (2000), basées sur

des pesées de foraminiferes effectuées dans les
années 1990. Ces auteurs donnent des valeurs
moyennes de masse de calcite par classe de taille
pour 9 especes majeures, et une valeur moyenne
pour toutes les especes. Les valeurs totales de cal-
cite des assemblages ont été calculées en multi-
pliant, pour chaque espece et chaque classe de
taille, la densité par les valeurs de masses don-
nées pour I’espece donnée, ou la valeur moyenne
pour I’ensemble des foraminifeéres planctoniques
dans le cas ou les valeurs exactes pour 1’espece
n’étaient pas disponibles.

Une seconde valeur de calcite des assemblages
a été calculée a partir des corrélations masse/taille
présentées Chapitre [4] section (Tableau
Figure [6.4)). Pour chaque classe de taille, la den-
sité de foraminiferes a été multipliée par la masse
moyenne des tests de foraminiferes. Les masses
de calcite ont été calculées sans distinction entre
les especes étant donné que nous n’avons mis en
évidence aucunes différences interspécifiques si-
gnificatives (Chapitre [ section [4.3.5). Le car-
bone inorganique contribuant a 12% d’une mole
de calcite, la masse totale de carbone inorganique
a été calculée pour chaque assemblage.

Dans un but d’homogénéisation des données,

seule la valeur de calcite calculée a partir des
poids de calcite de cette these sera utilisée, mais

les résultats obtenus a partir des deux valeurs de
calcite seront comparées, et les différences obser-
vées seront discutées.

Nous avons ensuite calculé le budget total
moyen en carbone organique, inorganique et to-
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FIGURE 6.5: Distribution de la biomasse totale des as-
semblages en fonction de la position de la station par
rapport au Front des Ac¢ores au moment de 1’échan-
tillonnage de chaque campagne. Pour chaque groupe
de station (nord, centre et sud du front) sont repré-
sentés la plus petite observation, le quartile inférieur,
la médiane, le quartile supérieur, et la plus grande
observation ; Les valeurs extrémes sont représentées
par des ronds vides; n est le nombre d’individus
dont la biomasse a été mesurée. Les distributions des
trois groupes ne sont pas significativement différentes
(p = 0,80).

tal pour différents compartiments de la colonne
d’eau : zone de production, twilight zone, zone
profonde et enfin pour I’ensemble de la colonne
d’eau échantillonnée. Pour cela nous avons cal-
culé le carbone organique et inorganique par
m? total moyen des assemblages de chaque
tranche d’eau échantillonnée (0-20-40-60-80-
100-200-300-500-700-1000-1500-2000-2500 m),
et ensuite nous avons calculé des valeurs de car-
bone moyennes pour les différentes zones (pro-
duction, twilight et profonde) étudiées.

6.3 Résultats

6.3.1 Comparaison de la biomasse totale
des assemblages, en fonction de la
position des stations par rapport au
front des Acores

La production de biomasse étant concentrée
dans les 100 premiers metres de surface de la

colonne d’eau, nous avons calculé la biomasse
moyenne sur cet intervalle de profondeur. Les bio-
masses totales de chaque assemblage prélevé aux
différentes stations, pendant chaque mission, ont
été comparées entre elles en fonction de leur po-
sition par rapport au Front des Agores au moment
de leur échantillonnage (Figure [6.5)). Les stations
ont été classées dans trois groupes : les stations au
Sud du front (11 stations), celles au Nord (6 sta-
tions), et enfin elles qui sont situées sur le front
(4 stations). Les valeurs de biomasse des assem-
blages ont été comparées avec une ANOVA (logi-
ciel R, v.2.15).

L’analyse n’a permis de montrer aucune corré-
lation entre la biomasse de surface (au dessus de
100 m) et la position du front (p = 0, 80). Cela
signifie que les données de biomasse totale des
assemblages sont indépendantes de la position du
front au moment de 1’échantillonnage.

6.3.2 Variations saisonnieres

Les valeurs de densité moyenne de foramini-
feres planctoniques ont été calculées sur toute la
tranche d’eau a différentes périodes de 1’année :
janvier, mai, juin, aofit et décembre. Les valeurs

de densité tout au long de I’année (Figures
et[6.6|C), de calcite et de biomasse (Figures[0.7]A

et [6.7] C) ont été calculées a partir d’interpola-
tions : sur 100 m de profondeur, 30 jours, et 1°
de latitude. Les interpolations sont effectuées sur
4 mesures autour de chaque point (2 mesures ver-
ticales, et deux mesures horizontales).

On observe un grand nombre de foraminiferes
planctoniques au mois de janvier, qu’il s’agisse
des assemblages totaux (>50 ind.m—3) ou des in-
dividus vivants uniquement (>20 ind.m~3, Figure
6A). Au printemps, en mai et juin, on observe
de tres faibles densités de foraminiferes vivants
(<5 ind.m™?), ainsi que peu de tests vides (as-
semblage total : 5-10 ind.m~3). En aoit et dé-
cembre, le nombre d’individus vivants varie de 5
4 20 ind.m ™3, tandis que les assemblages totaux
atteignent plus de 50 tests par m3. Globalement,
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FIGURE 6.6: Densité par m> d’eau des tests de foraminiféres planctoniques (A, B) et des individus vivants (C,
D) dans Ia colonne d’eau au cours de I’année (A, C) et en fonction de la latitude (B, D). Pour la densité totale
(individus morts + vivants), les densités sont indiquées en tons de gris qui correspondent a <5, 5-10, 10-20, 20-30,
30-50 et >50 ind.m 3. Les densités d’individus porteurs de cytoplasme sont indiqués en tons de violet correspon-
dant a <5, 5-10, 10-20, 20-30 , >30 ind.—2. Les différentes figures ont été réalisées a partir d’interpolations sur
100 metres de profondeur, 30 jours, et 1° de latitude. Les interpolations sont effectuées sur 4 mesures autour de
chaque point de données indiquées par des x. Isolignes arrondies.

les densités de foraminiféres planctoniques va-
rient donc beaucoup en fonction des saisons (Fi-

gures[6.6)A et[6.61C).

Les valeurs de calcite et de biomasse obser-
vées suivent les mémes tendances (Figures [6.7A
et [6.71C) : les plus fortes valeurs sont observées
au mois de janvier, avec des pics allant jusqu’a
plus de 200 pg.m—3 pour la calcite, et plus de
20 pug.m ™3 pour la biomasse. Les valeurs les plus
faibles sont observées en avril et aofit, globale-
ment en dessous de 5 pg.m~? pour la biomasse,
et en dessous de 100 pg.m ™3 pour la calcite. Ces
éléments sont présents essentiellement au dessus
de 100 m dans la colonne d’eau, mais on observe
également la présence de calcite et de biomasse
en dessous de cette profondeur, donc en dessous
de la thermocline.

6.3.3 Variations latitudinales

Les valeurs de densité tout en fonction de la la-
titude (Figures[6.6B et[6.6D), de calcite et de bio-
masse (Figures et[6.7D) ont été calculées a
partir d’interpolations : sur 100 m de profondeur,
30 jours, et 1° de latitude. Les interpolations sont
effectuées sur 4 mesures autour de chaque point
(2 mesures verticales, et deux mesures horizon-
tales).

Les stations étudiées ont été échantillonnées
entre 30°N et 36°N de latitude. Les deux stations
les plus au Sud sont systématiquement, et tout au
long de ’année au sud du Front. Le front se dé-
placant entre 32°N et 36°N, aucune des stations
échantillonnée n’est systématiquement au Nord



6.3. RESULTATS 99
P S S S SR 10 " N - . "
= »t x
. = . ] 20¢ x
£ =/ E E » x3
5 - 5 100 * B
3 = 3 P x
c c - s
el P = L X% x X x
° S
a WMOK = a. - %% X x »
(e
WMOK - x K x x » x
200K » '_ 1000 3 x XX X X t 3 x '_
200K » B x x X XX x x t 3 x
20K d x x X XX x x x x
JoF M A M J J A S O N D 30 31 32 33 34 35 36
Mois de I'Année
10
x =
— ] x = —_
E 1k . = E
5 100 x R
3 = s
c o c
o WOK = Nl x XX XX K x ¢ x
° o
a 4 = WO = a E x XX XX X x » x
4 = OK X XX XX x % x
10004 = oo * F 1000 oxwowoox = *F
3 200K » x XX X x x
] = c 0K D X XX * x x x
JF M A M J J A S O N D 30 31 32 33 34 35 36
Mois de I'Année Latitude (°N)
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Les différentes figures ont été réalisées a partir d’interpolations sur 100 metres de profondeur, 30 jours, et 1° de la-
titude. Les interpolations sont effectuées sur 4 mesures autour de chaque de données indiquées par des z. Isolignes

arrondies.

du front, méme si certaines étaient au nord au
moment de 1’échantillonnage. Les deux stations
les plus au sud (30 et 31°N) se distinguent des
autres. Le nombre d’individus vivants par metre
cube d’eau, la biomasse, ainsi que le nombre de
tests calcitique, et la masse totale de calcite des
tests pour chaque assemblage sont tres faibles
par rapport aux stations des latitudes plus éle-
vées (Figures [6.6] et [6.7). Pour ces deux stations,
le nombre d’individus total ou vivant des assem-
blages ne dépasse que rarement les 10 ind.m 3, la
quantité de calcite est inférieure 4 50 pg.m =3, et la
biomasse inférieure a4 10 ug.m 3. Cependant ces
deux stations ont été échantillonnées en décembre
2007 (R/V Poseidon 377), et il est possible que ce
que nous observons soit un effet de la saisonna-
lité.

Les autres stations plus au nord, qui sont ba-
layées par le front des Acgores au cours de 1’an-
née, montrent une présence plus forte des forami-
niféres planctoniques au dessus de la thermocline,
aussi bien vivants que morts. On distingue princi-
palement deux zones. Entre 32 et 34°N, les densi-
tés des assemblages totaux ou d’individus vivants
varient entre 5 et 30 ind.m 3. La calcite présente
un pic de concentration avec plus de 100 pyg.m~—3
autour de 100 m de profondeur, mais reste glo-
balement entre 20 et 100 ug.m 3, et la biomasse
varie entre 5 et 20 pg.m 3. Au dessus de 34°N,
la densité totale de foraminiféres planctoniques,
ainsi que le nombre d’individus vivants dépasse
les 30 ind.m~3 en surface, la calcite varie princi-
palement entre 50 et 100 pg.m~3, et la biomasse
excede les 20 ug.m~3 en surface (0-20 m de pro-
fondeur) et varie entre 5 et 20 ug.m 3 entre la sur-
face et plus de 100 m de profondeur.
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6.3.4 Budget de carbone organique et in-
organique dans la colonne d’eau

La majorité des foraminiferes vivent dans la
partie supérieure de la colonne d’eau, au dessus de
la thermocline (environ 100 m de profondeur). Il
s’agit de la zone ol nous observons la plus grande
concentration de foraminifeéres vivants et morts
(Figures [6.6] et [6.7). Par conséquent, les valeurs
de biomasse et calcite moyennes des assemblages
calculées sont les plus élevées dans cette tranche
d’eau. Lorsqu’on observe les profils verticaux de
carbone organique et inorganique dans la colonne
d’eau (Figures [6.8] et[6.9), on voit que les valeurs
sont plus faibles en profondeur, 3 a 4 ordres de
grandeur de différence (Tableau [6.3)).
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FIGURE 6.8: Distribution de la biomasse (carbone
organique) totale des assemblages de foraminiferes
planctoniques en fonction de la profondeur. Chaque
point est représenté au milieu de 1’intervalle de pro-
fondeur échantillonné. n=206.

Afin d’observer la corrélation entre le car-
bone organique et inorganique des assemblages,
nous avons distingué trois tranches d’eau (Fi-
gure [6.10) : 1a zone de production (au dessus de

100 m), la « twilight zone » (100-1000 m, d’apres
Buesseler et al., [2007)), et 'océan « profond »
(1000-2500 m). Ces deux dernicres tranches
d’eau forment la zone d’export de la matiére pro-
duit depuis la couche productive de surface (cf.
Koeve,, 2002). Nous avons comparé les pentes
et ordonnées a I’origine des trois droites de ré-
gression grace a un modele linéaire (logiciel R,
v.2.15). Aucune différence significative n’est ob-
servée entre les droites de régression pour la twi-
light zone et I’océan profond, entre 100-1000 m et
1000-2500 m de profondeur (p = 0,15 pour I’or-
donnée a I’origine, p = 0,34 pour la pente de la
droite). En revanche, la zone de production (0-
100 m) présente une ordonnée a I’origine signifi-
cativement plus élevée (p < 0,00001), et une pente
qui n’est pas statistiquement différente des deux
autres (p = 0,93). Au final, nous observons une
différence significative entre la zone de produc-
tion et la zone d’export de la colonne d’eau.
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FIGURE 6.9: Distribution du carbone inorganique to-
tal des assemblages de foraminiferes planctoniques en
fonction de la profondeur. Chaque point est représenté
au milieu de I'intervalle de profondeur échantillonné.
n=218.
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TABLE 6.3: Budget moyen du carbone organique, inorganique et total pour chaque tranche d’eau en
moyenne dans la zone des Agores. Le budget total pour la zone de production, la twilight zone, la zone
profonde et le budget total sur ’ensemble de la colonne d’eau ont été calculés. Le ratio de carbone
organique/inorganique a également été calculé pour chaque tranche d’eau, et pour les différents compar-

timents de la colonne d’eau.

Tranche d’eau Corg (pg.C.m_3) Cinorg (pg.C.m_3) Ciot Ratio
échantillonnée (m) (;.Jg.C.m*3 ) Corg/Cinorg

Moyenne Ecart Moyenne Ecart

type type

0-20 25,935 27,907 29,350 37,237 55,284 0,884
20-40 9,285 6,684 10,708 13,510 19,993 0,867
40-60 9,809 10,775 12,742 18,344 22,552 0,770
60-80 14,645 15,956 21,193 30,863 35,838 0,691
80-100 15,419 14,521 24,649 30,612 40,068 0,626
100-200 4,700 4,685 12,400 13,941 17,099 0,379
200-300 1,770 1,349 4,390 6,224 6,161 0,403
300-500 1,177 1,593 1,562 2,044 2,739 0,753
500-700 0,898 0,502 1,814 1,610 2,711 0,495
700-1000 0,640 0,501 1,264 1,225 1,904 0,506
1000-1500 0,249 0,173 0,373 0,170 0,622 0,667
1500-2000 0,377 0,308 0,396 0,244 0,773 0,950
2000-2500 0,406 0,263 0,647 0,485 1,054 0,627
Zone de production 15,019 15,168 19,728 26,113 34,747 0,767
(0-100 m)
Twilight zone 1,837 1,726 4,286 5,009 6,123 0,507
(100-1000 m)
Zone profonde 0,344 0,248 0,472 0,300 0,816 0,748
(1000-2500 m)
Moyenne (0- 6,562 6,555 9,345 12,039 15,907 0,663
2500 m)

Lorsqu’on observe la distribution de ce ratio
(carbone organique/carbone inorganique des as-
semblages) en fonction de la profondeur d’échan-
tillonnage (Figure[6.11)), cette tendance est confir-
mée et la diminution est significative (p < 0.0005).
Cette représentation permet également de voir
que les données des tranches d’eau superficielles
présentent une plus grande variance par rap-
port aux données de 1’océan plus profond (Fi-

gure[6.11]).

Le budget total de carbone a été calculé pour
la zone des Agores (Tableau [6.3). Pour cela, les

valeurs moyennes de carbone organique et inor-
ganique par m® de chaque tranche d’eau ont été

calculées, et le budget total a été calculé pour dif-
férentes tranches d’eau.

On observe une reminéralisation du carbone to-
tal de 82% entre la zone de production, et la twi-
light zone, et une reminéralisation de 15% entre
la twilight zone et la zone profonde.

Le budget total de carbone sur I’ensemble
de la colonne d’eau a un instant donné est
de 6,56 pg.C.m~3 pour le carbone organique,
9,34 pg.C.m—3 pour le carbone inorganique et
15,90 ug.C.m~3 pour le carbone total. Le ratio
entre le carbone organique et inorganique varie de



102 CHAPITRE 6. DISTRIBUTION VERTICALE DU CARBONE DANS LA COLONNE D’EAU

Carbone organique total des assemblage (ug.C)

0,014

T T T T T T T T T
0,05 0,1 05 1 5 10 50 100 500

Carbone inorganique total des assemblages (ug.C)

FIGURE 6.10: Corrélations entre le carbone organique
et inorganique des assemblages pour trois zones de
la colonne d’eau : zone de production (au dessus de
100 m, en noir), « twilight zone » (100-1000 m, en
rouge), zone profonde (au dessous de 1000 metres, en
bleu). L’ordonnée a I’origine de la droite de régression
de la zone de production, en noir, est significativement
différente de celles des zones d’export (p < 0,00001),
méme si la pente n’est pas significativement différente
(p = 0,93). Il n’y a pas de différences significatives
entre les deux zones d’export, en bleu et en rouge (or-
donnée a I’origine : p=0,16; pente : p = 0,34).

0,38 2 0,95 sur I’ensemble des tranches d’eau étu-
diées, et présente une moyenne globale de 0,66
sur I’ensemble de la colonne d’eau (zone de pro-
duction = 0,77, twilight zone = 0,51, zone pro-
fonde = 0,75). Le ratio C,;¢/Cjporg varie de 0,76
a 0,51 entre la zone de production et la twilight
zone, mais la zone profonde présente le méme ra-
tio que la zone de production ( 0,75).

6.3.5 Comparaison des masses de calcite
calculées a partir de différentes va-
leurs

Les masses totales de calcite pour chaque as-
semblage ont été calculées a partir des données
de Schiebel and Hemleben| (2000), ainsi qu’a par-

tir des données acquises au cours de cette these.
Les valeurs obtenues différent significativement
(p < 0,00001). Les masses de calcite calculées
a partir des données de |Schiebel and Hemleben,
2000, présentent des valeurs systématiquement
plus élevées de 20% (pente = 0,80) par rapport
aux valeurs calculées a partir des données de cette

these (Figure[6.12).
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FIGURE 6.11: Distribution du ratio entre le carbone
organique et le carbone inorganique des assemblages,
en fonction de la profondeur. Le ratio diminue vers les
profondeurs de maniere significative (p < 0.001). Il y
a une plus grande variance pour les assemblages de la
zone la plus superficielle, et des variances plus faibles
au fur et a mesure que la profondeur augmente.

6.4 Discussion

La biomasse des assemblages de foraminiferes
dans la colonne d’eau (de O a 2500 m) a été cal-
culée, a 5 périodes de I’année, sur 20 sites de la
zone des Agores. Nous n’avons pas trouvé de dif-
férences significatives de la biomasse des assem-
blages de foraminiferes planctoniques en fonction
de leur position par rapport au Front des Acores,
et ce quelque soit la période de I’année considé-
rée.
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FIGURE 6.12: Corrélation entre les masses de cal-
cite totales pour chaque assemblage calculées a
partir des données de cette theése, et a partir de
Schiebel and Hemleben| (2000). Chaque campagne
océanique a été représentée selon un motif différent :
R/V Meteor 21-3 (losanges oranges), R/V Meteor 36-
2 (étoiles roses), B/O Arquipelago FCA97C (ronds
rouges), R/V Poseidon 231/3 (losanges turquoises),
R/V Poseidon 247/2 (triangles bleus), R/V Poseidon
377 (triangles inversés verts). Il y a une différence si-
gnificative de 20% entre les valeurs calculées a partir
des valeurs de|Schiebel and Hemleben|(2000) pour les
années 1990 et les valeurs calculées ici pour les années
2010 (pente de la droite = 0,80).

Le front se situant en profondeur, sous la masse
d’eau SMV, il est possible que son impact soit
limité sur les couches superficielles de la co-
lonne d’eau, ol les foraminifeéres planctoniques
sont abondants, et ou les maxima de biomasse
et de calcite sont concentrés. De plus, si les sta-
tions échantillonnées couvrent une large gamme
de latitudes, nous ne disposons d’aucune station
située en permanence au nord du front. Sur I’en-
semble de la colonne d’eau, nous avons constaté
que les deux stations qui sont en permanence au
sud du front présentent des densités, ainsi que des
concentrations en calcite et en carbone organique
plus faibles que les stations qui se trouvent plus au
Nord (Figures 6 et 7). De plus, les deux stations
qui se trouvent en permanence au sud du front ont
toutes les deux été échantillonnées au cours d’une
seule et méme mission (R/V Poseidon 377, dé-
cembre 2007). Il est donc complexe de conclure

de maniere définitive quand a ’impact du front
des Acores sur la biomasse totale des assemblages
dans la tranche d’eau superficielle de 0 a 100 m.

Au cours de 1’année, nous observons deux pé-
riodes présentant des fortes densités de foramini-
feres planctoniques vivants (Figure [6.6) : la pre-
miere centrée sur le mois de janvier, la seconde
centrée autour de septembre. A ces périodes de
I’année, la combinaison d’un fort ensoleillement
ainsi qu’un approfondissement de la zone de mé-
lange provoque une remontée des nutriments de
I’océan profond (Obata et all [1996). De nom-
breux organismes pélagiques (Buitenhuis et al.,
2012c), tels que les foraminiferes planctoniques,
profitent de cet apport de nourriture et ce qui pro-
voque ainsi des périodes de forte croissance et re-
production.

Les distributions verticales du carbone or-
ganique et inorganique total des assemblages
montrent des profils trés similaires. L’essentiel du
carbone se concentre au dessus de 100 m de pro-
fondeur, et diminue de trois a quatre ordres de ma-
gnitude jusqu’a 2500 m de profondeur. Ce profil
vertical est tres similaire aux profils de biomasse
en fonction de la profondeur obtenus Chapitre [5]

En dessous de 100 metres de profondeur, les
foraminifeéres porteurs de cytoplasme sont soit vi-
vants (espeéces vivant en profondeur), soit leur
matiére organique n’a pas encore, ou partielle-
ment, été dégradée par I’activité bactérienne. Les
especes profondes étant rares dans notre étude,
les valeurs de carbone organique et inorganique
faibles retrouvées sous 100 m de profondeur pour-
raient indiquer qu’une certaine quantité de car-
bone organique et inorganique associée aux fo-
raminiféres planctoniques est extraite de la zone
de production (0-100 m) et est transmise vers les
grands fonds. Un travail sur des calculs de bio-
masse spécifique reste encore a faire.

Les valeurs de carbone organique et inorga-
nique ne sont pas nulles dans la zone d’export (en
dessous de 100 metres de profondeur), ce qui si-
gnifie que nous avons un export certain de car-
bone organique et inorganique grace aux forami-
niferes planctoniques.
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Les ratios de carbone organique et inorganique
des assemblages sont fortement corrélés entre
eux, et nous avons montré que ce ratio est si-
gnificativement différent entre la zone de produc-
tion (au dessus de 100 m de profondeur; 0,77)
et la twilight zone de 100 a 1000 m de profon-
deur (0,50). Néanmoins, ce ratio reste €levé dans
la zone la plus profonde ( 1000-2500 m; 0,75)
ou en moyenne le carbone organique représente
3/4 du carbone total des assemblages. Cela signi-
fie qu’une partie du carbone organique des assem-
blages est dégradé au cours de la sédimentation
des tests, mais la quantité de carbone organique
dégradée par rapport au carbone inorganique re-
minéralisé est tres faible.

Entre la zone de production et la zone profonde,
nous observons une perte de pres de 98% de car-
bone organique et inorganique. Ces données sont
en adéquation avec celles de|Schiebel (2002), qui
a montré que 1 a 3% de la calcite produite en sur-
face par les foraminiféres planctoniques était ex-
portée vers I’océan profond et les fonds marins.
Nos résultats indiquent que le nombre de tests qui
sont reminéralisés au cours de leur sédimentation
est similaire entre les individus porteurs de cyto-
plasme, et les tests vides.

La comparaison des valeurs de calcite de
chaque assemblage calculées a partir des
données de cette these et des données de
Schiebel and Hemleben, (2000) a montré une
différence systématique de 20% entre ces
deux valeurs calculées (Figure 12). Il est pos-
sible que les écarts entre les deux bases de
données soient dus a un biais expérimental.
Schiebel and Hemleben| (2000) ont effectué des
mesures sur des groupes d’individus pour les
especes dominantes, et les poids des autres
especes ont é€té calculés a partir de valeurs
moyennes pour les foraminiferes planctoniques.
Dans le cadre de cette these, les individus ont
été pesés individuellement, grice a une balance
de précision (Mettler Toledo XP2U, précision

0,1 ug).

Ces différents protocoles pour les pesées pour-
raient justifier I’ensemble, ou une partie de I’écart
observé. Cependant, il est possible que les 20%

d’écart que nous observons soient un fait réel.
Cela signifierait que des tests de foraminiferes
formés dans les années 90 sont réellement 20%
plus lourds que des tests formés en 2011 (et donc
une vingtaine d’années plus tard) que nous avons
étudiés. Dans ce cas, la différence de calcifica-
tion observée pourrait étre une des causes di-
rectes de I’augmentation de 1’acidité des océans.
De Moel et al.| (2009) Moy et al.| (2009) ont mon-
tré des écarts de 25% de la masse du test liés a
I’acidification des océans chez 1’espere Glorige-
rinoides ruber dans I’océan indien (entre 1935
et 1970) et Globigerina bulloides au sud de la
Tasmanie (entre des individus modernes prélevés
dans des pieges a sédiment, et des individus de
surface du sédiment holoceéne). Nos résultats sont
cohérents avec ceux de |De Moel et al| (2009) et
de Moy et al.[(2009), et permettent d’affirmer que
I’hypothese est plausible. Afin de la confirmer, il
est nécessaire néanmoins d’écarter le biais métho-
dologique en effectuant des pesées de foramini-
feres planctoniques individuels prélevés dans les
années 90 avec une balance de précision moderne
pour pouvoir comparer avec les poids des indivi-
dus plus récents étudiés dans cette these.

6.5 Conclusions et perspectives

La zone des Acores est le lieu de rencontre
entre deux masses d’eau océaniques, cependant,
nous n’avons pas mis en évidence d’impact du
Front des Acores sur la biomasse des assemblages
de foraminiféres planctoniques.

Cette étude a permis de montrer, sur une zone
océanique précise, que les foraminiferes plancto-
niques jouent un rdle incontestable dans I’export
de carbone organique et inorganique et donc dans
la pompe biologique de carbone. Le ratio entre
ce carbone organique et inorganique a 1’échelle
des assemblages reste trés élevé, et ce, méme dans
I’océan profond, et tres similaire au ratio observé
en surface.

De plus, puisque ces organismes sont présents
dans tous les bassins océaniques ouverts, et pré-
sentent une distribution géographique globale-
ment uniforme, I’export de carbone lié a ces or-



6.5. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

105

ganismes est probablement important a 1’échelle
globale (Buitenhuis et al., [2012c).

Par conséquent, il est nécessaire d’intégrer
les foraminiferes planctoniques aux modéles cli-
matiques prenant en compte lactivité des orga-
nismes biologiques dans ’océan global.

Grdce a cette étude, il est désormais possible
de quantifier Uexport de carbone dans ’océan
profond lié aux foraminiferes planctoniques de
différentes tailles, a une échelle régionale. Se-

lon la méme méthode que dans le Chapitre 5| il
est réalisable d’effectuer une premiere estima-
tion de Pexport de carbone a une échelle glo-
bale.

Un écart systématique de 20% semble exister
entre des foraminiféres planctoniques prélevés
en 2011, et des foraminiferes planctoniques pré-
levés dans les années 90. Si cet écart s’avere réel,
il pourrait étre une des conséquences directes de
Uaugmentation de Pacidité des océans.
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Synthese et perspectives

Le but de cette these était d’apporter des élé-
ments de réponse quant au rdle des foraminiferes
planctoniques dans la pompe biologique de car-
bone. Pour cela, il était nécessaire (1) d’étre ca-
pable de quantifier le carbone produit par ces
organismes a 1’échelle individuelle, (a) du cyto-
plasme et (b) de la coquille. (2) Ensuite il a été
essentiel de quantifier le carbone produit par les
populations de foraminiféres et sa répartition dans
la colonne d’eau. (3) L’extrapolation a 1’océan
global de nos résultats a permis de proposer une
premiere estimation des bilans de carbone orga-
nique dus a la production actuelle des forami-
niferes planctoniques. (4) Pour I’application des
résultats des foraminiferes vivants sur des orga-
nismes fossiles (paléoceanographie), il était éga-
lement nécessaire de mesurer la taille (morpho-
métrie) des coquilles individuelles.

La premicre partie de ce travail a été de mettre
au point un protocole afin de mesurer la bio-
masse des foraminiferes planctoniques (Chapitre
[2). Pour la calibration de ce protocole, nous avons
utilisé I’espece de foraminifere benthique Ammo-
nia tepida, idéale de part sa facilité d’échantillon-
nage. Nous avons adapté une méthode de co-
lorimétrie (méthode BCA) permettant de mesu-
rer avec précision le contenu protéique individuel
des foraminifeéres par nano-spectrophotométrie.
En parallele, nous avons mesuré le carbone orga-
nique pour cette méme espece. Nous avons ainsi
pu montrer que le contenu protéique est significa-
tivement corrélé avec la taille de I’individu et le
poids de son test calcitique. De plus, nous avons
montré que le contenu protéique et le contenu en
carbone organique pour des individus de méme
taille est sensiblement identique, et que ces deux
données sont par conséquent directement compa-
rables. Le contenu protéique d’un individu consti-
tue donc un bon proxy de sa biomasse. Ce nou-
veau protocole de mesure de biomasse a 1’échelle
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individuelle est facile a mettre en ceuvre en labo-
ratoire comme sur des navires océanographiques
et permet a une seule personne d’analyser jus-
qu’a une centaine d’individus par jour. Les don-
nées produites montrent une excellente reproduc-
tibilité.

Cette méthode est aussi directement applicable
dans des expériences de culture (Chapitre [3).
Nous avons pu montrer un effet significatif de
la concentration en nourriture sur la biomasse
d’A.tepida. Cette méthode est idéale pour mesurer
I’assimilation de nourriture par des foraminiferes,
et est donc parfaitement adaptée a des expériences
de culture sur la nutrition des foraminiferes. Cette
méthode serait également utilisable dans le cadre
d’expériences de culture visant a2 montrer I’effet
de différents parametres environnementaux sur la
biomasse des foraminiferes (production primaire
et disponibilité de nourriture, température, sali-
nité, acidification de 1’eau de mer). Le fait que
cette méthode soit non destructive permet en théo-
rie de la combiner avec une étude chimique du
test (mesures isotopiques entre autres), mais il est
toutefois nécessaire de vérifier si les résidus du ré-
actif utilisé pour la méthode BCA n’interagissent
pas avec les méthodes de mesures isotopiques.

Nos résultats démontrent une forte corrélation
entre la biomasse d’un foraminifeére planctonique
et la taille et la masse de son test calcitique (Cha-
pitre [). En revanche, la biomasse semble étre
découplée du lieu et moment d’échantillonnage
(bassin océanique et profondeur). Cependant, nos
échantillons ne couvrent que des régions tempé-
rées et subtropicales. Il est nécessaire de com-
parer nos données avec des foraminiferes planc-
toniques échantillonnés en régions tropicales et
polaires/subpolaires. La biomasse des foramini-
feres planctoniques semble étre également indé-
pendante de 1’espéce, ou de la forme du test, no-
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tamment en ce qui concerne les especes les plus
abondantes dans les provinces océaniques pros-
pectées. De plus, nous avons montré qu’au cours
d’un changement morphologique lié a la crois-
sance pour Orbulina universa, la corrélation entre
la biomasse et la taille n’est pas significativement
différente entre des individus adultes et des indi-
vidus juvéniles. Sur la base de nos résultats, nous
pouvons considérer que la biomasse d’un forami-
nifere planctonique dépend surtout de sa taille, ce
qui permet de recalculer la biomasse d’un indi-
vidu a partir de sa taille uniquement. En consé-
quence les équations que nous avons calculées
pour les corrélations entre la biomasse et la taille
des individus sont applicables a la fois sur des
données de la bibliographie de populations mo-
dernes, mais aussi sur des assemblages fossiles
pouvant inclure des espéces n’ayant pas d’équi-
valent actuel.

Ensuite, nous avons calculé la biomasse to-
tale actuelle des foraminiféres planctoniques a
I’échelle globale en contribution a un numéro spé-
cial du journal Earth Science System Data (Cha-
pitre 5 : le projet MAREDAT. Pour cela, nous
avons utilisé des données de foraminiféres planc-
toniques de missions antérieures a cette these.
Pour ces différentes missions, les foraminiféres
ont été échantillonnés a différentes profondeurs,
identifiés et regroupés par classes de taille. Nous
avons donc ainsi pu calculer la biomasse initiale
totale de chaque échantillon a partir des corréla-
tions biomasse/taille établies Chapitre {] Ce tra-
vail nous a permis de mieux comprendre la dis-
tribution de la biomasse des foraminiféres planc-
toniques dans la colonne d’eau, et de faire une
premiere estimation de la biomasse totale des fo-
raminiféres planctoniques a 1’échelle de 1’océan
mondial. Il s’agit d’une premiere estimation, car
notre base de données ne contient que peu de
points dans I’Océan Pacifique et aucun point dans
I’hémisphere sud. L’extension de notre base de
données a ces domaines océaniques est néces-
saire pour préciser notre calcul de bilan global de
biomasse et est & envisager dans un proche ave-
nir. Les contributions des autres scientifiques du
projet MAREDAT nous ont permis de comparer
la biomasse des foraminiferes planctoniques avec
celle des autres organismes. Dans le cadre actuel

de réchauffement climatique, les données qui ont
été acquises au cours de cette theése et présentées
Chapitres [] et [5] peuvent étre intégrées dans les
modeles de prédiction de I’évolution du role des
océans en tant que puits de carbone, et incluant un
plus grand nombre de groupes planctoniques. Ces
données permettront de mieux prédire 1’évolution
du rdle des océans en tant que puits de carbone.

Dans la zone des Acores (Chapitre [6), nous
avons montré que la variabilité saisonniere de la
biomasse totale des populations est similaire a
celle de la production de calcite. Nous observons
également des variations latitudinales, ici reflet
d’un gradient de chlorophylle, donc de producti-
vité. Le carbone organique produit par les fora-
minifeéres planctoniques présente une répartition
verticale qui descend en dessous de 100 m, qui est
la profondeur habituellement utilisée comme li-
mite d’export vers les fonds. Les profils verticaux
de carbone organique et inorganique dans la co-
lonne d’eau (0-2500 m) présentent des tendances
similaires. Le ratio entre le carbone organique et
inorganique reste relativement constant a ~66%
tout au long de la colonne d’eau, soit 1/3 de car-
bone organique pour 2/3 de carbone inorganique.
Ces résultats prouvent qu’il y a un export de car-
bone lié aux foraminiferes planctoniques, et qu’ils
contribuent de maniere active a la pompe biolo-
gique de carbone.

Afin de quantifier plus précisément I’export de
carbone lié aux foraminiferes planctoniques, il
est nécessaire a 1’avenir de calculer des flux de
carbone. Etant donné que nous n’avons travaillé
que sur des échantillons récoltés dans la colonne
d’eau grace a des filets, il serait également perti-
nent de comparer nos résultats avec des données
de pieges a sédiment. Ainsi, nous pourrions avoir
une meilleure compréhension de 1’export et de la
reminéralisation du carbone organique et inorga-
nique dans la colonne d’eau. Ce travail de these
a donc permis d’apporter des bases pour la com-
préhension de la biomasse des foraminiferes : a
I’échelle de I’individu et des populations, sa dis-
tribution a I’échelle du globe, ainsi que sa distri-
bution verticale. Nos résultats permettent égale-
ment une meilleure connaissance du réle du fo-
raminifere dans la pompe biologique de carbone,
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en apportant des réponses quant a sa contribution
aussi bien en carbone organique qu’inorganique.

Cette thése a permis d’identifier la nécessité
d’obtenir des données en provenance de I’hémi-
sphere sud, et a 1’Université d’Angers, un tra-
vail de these débuté en septembre 2012 a pour
but d’étudier les variations de biomasse des fo-
raminiféres planctoniques dans I’Indien Sud, sur
des zones de fronts océaniques (These Julie
Meilland). Ces nouvelles données de biomasse
et de morphométrie acquises en zone subpolaire
viendront donc compléter la base de données
constituée au cours de cette these. De plus, la
corrélation taille /biomasse établie sur nos échan-
tillons modernes sera appliquée aux individus fos-
siles de carottes sédimentaires. Ainsi la biomasse
des foraminiféres pourra étre utilisée en tant que
proxy afin de reconstituer la pompe biologique de

carbone dans le passé.

Les résultats de cette thése ont également
contribué a initier un projet de demande de finan-
cement SCOR (Scientific Committee on Oceanic
Research) qui vient d’étre déposée. Le but de ce
projet est d’élargir les bases de données produites
au cours du projet MAREDAT, et de construire un
atlas présentant la distribution biogéographique
du plancton et leur biomasse.

Enfin, cette these a produit le premier jeu de
données sur la biomasse individuelle des forami-
niferes planctoniques actuels, ce qui a eu pour
conséquence de soulever plus de nouvelles ques-
tions et perspectives que celles incluses initiale-
ment dans le projet. Cette these peut ainsi étre vue
comme le commencement d’un nouveau champ
de recherche sur les foraminifeéres planctoniques.
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La biomasse des foraminiféres planctoniques actuels et son impact sur la

pompe biologique de carbone

Résumé

Les foraminiferes planctoniques (FP) sont des
organismes hétérotrophes appartenant au méso-
zooplancton, abondants dans tous les domaines marins
et communément utilisés dans les reconstitutions paléo-
environnementales. Pour quantifier la position des FP
dans le cycle du carbone au sein du plancton a des
échelles régionales et globales, il est nécessaire de
connaitre leur production en biomasse (Corg), jusque la
trés peu connue car tres difficlement mesurable.

Dans ce travail, nous avons développé une nouvelle
méthode analytique non destructive développée a partir
de la méthode bicinchoninic acid (BCA), et mesuré la
biomasse individuelle de 952 spécimens de 26 espéces
de FP provenant de régions tempérées a subtropicales.
Nos résultats indiquent que la biomasse moyenne d’'un
FP s’éleve a 0,845 ug. Le protocole a été calibré sur
I'espéce benthique Ammonia tepida, et au cours
d’expériences en culture. L’analyse statistique des
données ne fait ressortir aucune différence
interspécifique, ni des conditions écologiques (niveau
trophique, profondeur ou température). En revanche,
nous avons démontré que la biomasse des FP est
fortement corrélée avec la masse et la taille de leur test
calcitique. Grace a cette corrélation, les biomasses des
populations de FP ont été calculées pour 1128 sites et
profondeurs d’échantillonnage de I'Atlantique Nord, la
mer d’Arabie, la mer Rouge, les Caraibes, le Japon et
I'Oregon. La production actuelle de blomasse par les FP
a pu étre estimée entre 25 et 100 Tg.C. an”', en incluant
les individus juvéniles.

Le ratio carbone organique sur inorganique (Corg : Cinorg)
des populations de FP entre la surface et 2500 m de
profondeur semble rester constant a ~2/3, tel que
montré dans la zone des Agores. Ces résultats prouvent
qu’il y a un export de carbone a la fois organique et
inorganique, et que les FP contribuent
incontestablement a la pompe biologique de carbone.

Les résultats obtenus au cours de cette thése font des
FP de potentiels outils pour quantifier la biomasse
initiale de paléo-assemblages, et améliorer notre
compréhension du cycle du carbone et de la pompe
biologique de carbone dans le passé.

Mots clés

Biomasse, foraminiféres, biogéochimie, protéines,
nano-spectrophotométrie, pompe biologique de
carbone, climat, paléocéanographie.

Abstract

Planktic foraminifers (PF) are heterotrophic mesozoo-
plankton of global marine abundance, being ubiquitous
proxy in paleoceanography, and climate reconstruction.
In turn, the individual and biomass (Corg) of PF was
largely unknown due to methodological problems. To
quantitatively understand the trophic position of PF
within the regional and global plankton, we have
developed a new analytical method, and quantified the
individual biomass of 952 specimens of 26 PF species.
The new non-destructive protocol is derived from the
bicinchoninic acid (BCA) method, and a nano-photo-
spectrometer is used to measure protein biomass. We
tested the method on the benthic foraminifer Ammonia
tepida, from fresh and frozen samples, and from culture
experiments. We then applied the new method to
measure PF protein-biomass of specimens from
oligotrophic and eutrophic regions, including the
subtropical to temperate ocean. The average individual
PF biomass amounts to 0.845 pg. Our results indicate
neither inter-specific differences nor any influence of the
shape of test on the individual biomass. In turn,
Individual PF biomass is highly correlated with test size
and mass, and independent of ecologic conditions (i.e.,
e.g., trophic state, water depth, and temperature).
Following our new method, the PF assemblage biomass
was calculated from 1128 locations and water depth
from the North Atlantic, Arabian Sea, Red Sea, and
Caribbean, and literature data from off Japan and
Oregon. A first-order estimate of the average global PF
biomass production amounts to 25-100 Tg C yr
including juvenile individuals.

The organic to inorganic carbon (Corg : Cinorg) ratio of PF
populations between the surface and subsurface water
column down to 2500 m water depth seems to stay
constant at ~2/3, as indicated by a case study from the
Azores region. Those results show an export of both
Corg and Cinorg to the deep ocean, making PF part of the
biological carbon pump.

The results obtained in this thesis make PF a potential
proxy to quantify the biomass of paleo-assemblages,
and to improve our understanding of past carbon cycle
and biological carbon pump.

Key Words

Biomass, foraminifers, biogeochemistry, proteins,
nano-spectrophotometry, biological carbon pump,
climat, paleoceanography
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