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Résumé court

Les effets de la limitation en azote et en phosphore, de la température et de leurs interactions ont été étudiés
expérimentalement sur différents traits de réponse de cing microalgues marines présentant des phénologies
différentes en Manche Orientale ainsi qu’une large gamme de volumes cellulaires. Notre étude montre que le
volume cellulaire est un parametre essentiel a prendre en compte dans la définition de groupes fonctionnels car il
conditionne une partie des réponses des microalgues aux différentes conditions environnementales. Une forte
diminution de ’activité photosynthétique est constatée pour les petites cellules du fait d’une interaction entre les
sels nutritifs et la température. De plus, I’intensité de la réponse aux différentes conditions environnementales
augmente quand la taille diminue. Les sels nutritifs, la température et leur intéraction influencent la formation
d’hydrates de carbone de fagon spécifique, aboutissant a une augmentation d’hydrates de carbone par cellules en
cas de limitation. Par ailleurs, nos résultats montrent un effet plus fort des sels nutritifs par rapport a la
température sur les différents traits mesurés et des différences de réponse au sein d’un méme groupe fonctionnel
classique (diatomées). Enfin, des communautés expérimentales en limitation azote, phosphore et sans limitation,
ont été constituées afin de comparer la productivité des communautés et des monocultures. La limitation en azote
influence la composition spécifique des communautés et aucune relation claire entre diversité et productivité
n’est mise en évidence. Cependant, les communautés sont plus efficaces que les monocultures pour I’absorption
des sels nutritifs et de lumiére traduisant un effet de complémentarité. Toutes ces observations sont essentielles
pour comprendre les effets des modifications environnementales sur les microalgues dans le cadre du
changement global et par extension, sur le fonctionnement des écosystémes marins.

Mots clefs : phytoplancton, approche multifactorielle, limitation en sels nutritifs, température, traits
fonctionnels, photosynthese, hydrates de carbone

Short abstract

The effects of nitrogen and phosphorus depletion, temperature and their interaction were studied on five
microalgae which differ in terms of phenology and size. By a multifactorial experimental approach, we
demonstrated that nutrient effects override temperature effects, and that species from a same classical functional
group could show different responses. Our results suggest that size matters for the responses of microalgae in our
different conditions. Indeed, an interactive effect of temperature and nutrients was observed leading to decrease
of photosynthetic activity of the small sized algae. These species also showed a high variability in their
responses compared to larger ones. Furthermore, particular and dissolved carbohydrates per cell was positively
influenced by nutrient limitation, temperature or their interaction, independently of cell size but rather in a
specific way. Lastly, in order to highlight the relationship between productivity and diversity three experimental
communities were done under nitrogen or phosphorus depletion. Our results demonstrated a better efficiency of
nutrient and light absorption of communities compared to monocultures. However these communities were
overall less productive than monocultures in terms of carbohydrate and biomass formation. No clear trend
between diversity and productivity was shown in our study. Our results provide useful information about the
responses of phytoplankton to environmental gradients and consequently of several ecosystem processes taking
into accounts the modifications expected through global change.

Keywords:  phytoplankton, nutrient limitation, temperature, functional response traits,
diversity/productivity relationship, photosynthesis, carbohydrates
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On fait la science avec des faits,
comme on fait une maison avec des pierres :
mais une accumulation de faits n'est pas plus une science
gu'un tas de pierres n'est une maison."
Henri Poincaré



. Introduction Générale







I.1Le phytoplancton : définition, intérét et dépendance
environnementale

Le microphytoplancton constitue 1’ensemble des microalgues marines pélagiques. Ces
microalgues unicellulaires autotrophes sont des organismes clefs dans de nombreux processus
écosystémiques marins. En effet, en tant qu’organisme autotrophe, le phytoplancton est
responsable de 46 % de la production primaire globale selon Field et al. (1998). Celle-ci est
définie comme la quantité de carbone fixée par unité de temps (Falkowski et al., 1998). Le
phytoplancton est composé de nombreuses espéces qui peuvent étre regroupés au sein de
groupes (dont les diatomées, les haptophytes et les cryptophytes). Le phytoplancton constitue
un groupe polyphylétique tres diversifié dont la composition des communautés affecte
fortement les cycles biogéochimiques de nombreux éléments comme le carbone, I’azote ou
encore le phosphore (Falkowski and Raven, 1997; Litchman and Klausmeier, 2008). Les deux
derniers éléments sont indispensables a de nombreux processus physiologiques chez les
microalgues (Tilman et al., 1982). La physiologie du phytoplancton est donc dépendante de
facteurs chimiques, comme par exemple la disponibilité en ressource telle que I’azote et le
phosphore inorganique dissous, mais aussi de parametres physiques, comme la température,
I’intensité et la qualité de lumiére ou encore la turbulence. De plus, le phytoplancton, en tant
que producteur primaire, est & la base de la plupart des réseaux trophiques marins (Kigrboe,
1993; Verity and Smetacek, 1996). La taille des cellules va en partie conditionner les
interactions trophiques. Le phytoplancton de grande taille (majoritairement constitué de
diatomées) se distingue du phytoplancton de plus petite taille dans les relations trophiques, le
premier étant efficacement broutée par le mésozooplancton (Irigoien et al., 2002) tandis que
le second I’est davantage par des protistes hétérotrophes (Razzoulzadegan et al., 1988). Les
facteurs environnementaux influencent fortement la physiologie ainsi que la répartition des
microalgues. Des modifications de ces facteurs peuvent donc avoir un effet sur le
phytoplancton a 1’échelle cellulaire, des populations et des communautés. Compte tenu de
I’importance du phytoplancton au niveau écosystémique, ces effets vont également affecter le

fonctionnement des ecosystemes.



1.1.1 Influences possibles et observées du changement global

Le changement global regroupe I’ensemble des modifications environnementales majeures
engendrées par les activités anthropiques et les forgages naturels a 1’échelle de la plancte. Ce
changement global est illustré par les modifications de nombreuses variables telles que
I’augmentation de la concentration en CO, atmosphérique, la diminution du pH océanique,
I’élévation du niveau de la mer, I’érosion de la biodiversit¢é a 1’échelle mondiale,
I’augmentation de 1’occurrence des événements climatiques rares et extrémes, 1’augmentation
des températures moyennes, la modification des régimes de précipitations et de la
configuration des vents ou encore les changements d’apport en sels nutritifs en milieu marin
(Fu et al., 2012; IPCC, 2007; Millennium Ecosystem Assessment, 2005; Palmer et al., 2008;
Quiel et al., 2011).

Les organismes phytoplanctoniques, bien qu’ils soient capables de s’acclimater voire de
s’adapter, sont fortement dépendants des conditions environnementales dans lesquelles ils
évoluent. De nombreuses modifications, telles que les changements d’apports en sels nutritifs
d’origine anthropique et le changement climatique, qui sont observés depuis de nombreuses
années fagonnent la répartition et influencent les protistes marins a plusieurs échelles, de la
cellule a la communauté (Cloern, 2001) ; ces modifications se répercutent ensuite a 1’échelle
écosystémique. Dans le contexte du changement global actuel, des changements multiples des
propriétés physiques, chimiques et biologiques sont observés sur de nombreux écosystemes a
I’échelle planétaire ; le milieu marin n’est pas épargné. Dans une synthése, Hallegraeff (2010)
met en évidence quatre grands effets des différents facteurs du changement global sur le

phytoplancton, a savoir :

- P’augmentation de la zone de répartition des especes d’eaux chaudes vers les poles
- lamodification de I’abondance et de la phénologie de certaines espéces
- une précocité (dans le temps) de I’initiation des efflorescences phytoplanctoniques

- une influence sur les réseaux trophiques associés au phytoplancton

1.1.2 Sels nutritifs

Les activités humaines ont, depuis des années, fortement modifié les zones d’interfaces entre
le continent et 1’océan ouvert que sont les zones cotieres. Ces zones sont trés productives,

10.2% de la production primaire mondiale y est effectuée (Geider et al., 2001), alors qu’elles



ne représentent que 7% de la surface de 1’océan mondial (Mantoura et al., 1991). Ces zones
présentent de fortes variations de la concentration en sels nutritifs notamment en azote et en
phosphore, mais également en silice. Les rapports N/P présentent d’ailleurs de fortes
variations dans ces zones (e.g. Fig.l-1). Ces variations de rapport et de concentration,
influencées par les activités anthropiques, sont associes a des changements de productivité et
d’abondance des microalgues ainsi qu’a des changements dans la composition des
communautés phytoplanctoniques (Gentilhomme and Lizon, 1998; Lefebvre et al., 2011,
Loebl et al., 2009; Schapira et al., 2008).
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Fig. I-1: évolution du rapport N/P de surface (avec N=NH,"+NO;+NO,) au point céte de Boulogne-
sur-Mer (1° 31' 17 E 50° 40' 75 N) entre novembre 1997 et décembre 2013. Données fournies par le
service d’observation en milieu littoral (SOMLIT).

Les études sur les relations entre la concentration en sels nutritifs et la physiologie du
phytoplancton marin ont longtemps considéré 1’azote comme étant le principal élément
limitant (Oviatt et al., 1995; Rees et al., 1995; Vitousek and Howarth, 1991). Cependant, en
conséquence des apports anthropiques de sels nutritifs et de la mise en place de politiques de
réduction de ces apports, plus efficaces pour le phosphore que pour I’azote (Artioli et al.,
2008), une tendance a 1’augmentation des rapports N/P est observée dans les zones cotiéres du
nord-ouest de I’Europe. Celle-ci implique alors une augmentation des phénomenes de
limitation en phosphore et en silice (Billen and Garnier, 2007; Grizzetti et al., 2012;
Hernandez-Farifias et al., 2013; Lefebvre et al., 2011; Loebl et al., 2009; McQuatters-Gollop
et al., 2007).

La Manche Orientale et la Mer du Nord suivent cette tendance. En effet les suivis de la
concentration en sels nutritifs ont mis en évidence une tendance a 1’augmentation des

phenomenes de limitation en phosphore et en silice dans cette zone géographique fortement
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influencée par les apports de la Seine et de I’Elbe (Billen and Garnier, 2007; Lefebvre et al.,
2011; Peperzak et al., 1998). Toutes les especes phytoplanctoniques ne posseédent pas les
mémes affinités pour I’azote et le phosphore. Hillebrand et al. (2013) mettent en évidence la
présence de rapport N/P optimaux plus grands pour les prymnesiophycées que les diatomées.
L’évolution du rapport N/P constitue un parameétre important qui régit, du moins en partie, la

nature des communautés phytoplanctoniques.

1.1.3 Température

L’augmentation de la concentration atmosphérique des gaz a effet de serre a, en conjonction
avec les forces naturelles, aboutit a des changements climatiques a 1’échelle mondiale. Ces
changements se traduisent principalement par une modification des configurations spatiales et
temporelles des précipitations, une augmentation de la fréquence des phénomenes climatiques
rares et extrémes, une élévation du niveau de la mer et par une augmentation des températures
a la surface de la terre (Fig.1-2) et des eaux marines de surface. Bien qu’un réchauffement
plus important (compris selon les modéles entre 1.4 et 5.8°C) soit attendu en zone terrestre
comparativement au milieu marin, les modéles estiment une augmentation de température des
eaux marines de surface pouvant atteindre 4°C a 1’horizon 2100 pour le modele le plus
pessimiste (IPCC, 2007). L’augmentation de la température est estimée a partir de modeles
climatiques multiparamétriques dont les prévisions sont représentées sur la figure 1-2
(Kirtman et al., 2013).
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Fig. 1-2: prévisions des changements de température de surface des océans (moyenne annuelle a
I’échelle globale) basé sur les résultats d’ensembles multi-modeles (IPCC, 2007) a I’horizon 2060 (a
gauche). Différents scénarii (RCP2.6, RCP4.5, RCP6.0 et RCP8.5) sont ici retranscrits. Les zones
ombrées correspondent aux gammes de variations des estimations. Prévisions du changement de
température des eaux marines de surface selon le scénario RCP4.5 a I’horizon 2030 (a
droite)(Kirtman et al., 2013).



La température joue un rdle important sur la physiologie des especes animales et
végetales (e.g. Atkinson et al., 2003; Brown et al., 2004; Claquin et al., 2008; Gillooly et al.,
2001; Toseland et al., 2013) ainsi que sur leur phénologie, leur répartition et donc, la structure
des communautés (e.g. Beaugrand et al., 2010; Edwards and Richardson, 2004; Regaudie-de-
Gioux and Duarte, 2012; Richardson and Schoeman, 2004).

L’augmentation de la température qui va s’accentuer dans les années a venir influence d’ores
et déja les espéces marines. Dans leur étude, Edwards et Richardson (2004), en s’intéressant a
I’évolution de la phénologie de divers organismes planctoniques depuis 1958, mettent en
¢évidence des modifications de la phénologie du zooplancton et du phytoplancton qu’ils relient
a la température. Cet effet dépend de 1’organisme observé et de sa période de présence dans
I’environnement. Une autre étude menée par Beaugrand et al. (2010) montre une
augmentation de la biomasse phytoplanctonique avec la température en mer du nord depuis

les années 1986.

Enfin, Kahru et al. (2011) mettent en évidence la présence de phénoménes d’efflorescences
phytoplanctoniques de plus en plus précoces, entre 1997 et 2009, dans 1’océan arctique. Du
fait du réchauffement climatique, et d’une couverture de glace qui diminue, les efflorescences
phytoplanctoniques ont débuté jusqu’a 50 jours plus tot durant la période 1997-2009. En
Manche et en Mer du Nord, de nombreuses especes risquent de montrer un changement de
répartition comme 1’estiment Rombouts et al. (2012) via une approche modélisatrice : une
dispersion vers le nord de certains mollusques (Glycymeris glycimeris et Pecten maximus) et
d’un annélide (Ophelia borealis) a cause de I’augmentation de la température de 1’eau est
prévue. Dans la méme zone géographique, Raybaud et al. (2013) décrivent une potentielle
extension de la zone de distribution de Laminaria digitata (macroalgue) vers le nord, associé
a une diminution de la présence de cette espece dans le sud de la Manche, suite a cette méme

augmentation de température.

I.2Une diversité spécifique et fonctionnelle du phytoplancton

Le phytoplancton présente une large diversité génétique et spécifique et colonise un milieu
relativement peu structuré. Hutchinson (1961) dénomme « paradoxe du plancton » le décalage
entre la théorie, qui penche vers une exclusion par la compétition des espéces, et
I’observation, qui met en évidence une forte diversité spécifique et la coexistence de

nombreux compétiteurs en milieu naturel. La question qu’il se pose est alors simple :
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« Sachant qu’elles entrent en compétition pour les mémes ressources, comment est-il possible
pour un grand nombre d’espéce de coexister dans un environnement relativement peu
structuré ? ». Ce concept, qui s’applique au domaine végétal en globalité, a été au centre de
nombreuses études depuis lors. Douze théories ont depuis vu le jour pour expliquer ce
paradoxe, certaines étant facilement réfutables (pour une synthése voir Wilson, 2011). Trois
grands types de paramétres permettent néanmoins d’expliquer la présence de nombreuses
espéces phytoplanctoniques. Le premier concerne la variabilité de I’environnement. En effet,
de fortes variations (a courte et grande échelles temporelles) de la concentration en sels
nutritifs et de la quantité de lumiere sont observées, via par exemple des modifications des
apports par les fleuves ou encore des perturbations climatiques, aboutissant a une variabilité
dans la disponibilité de ces deux ressources principales. Cette variabilité est alors précurseur
de diversité. Par ailleurs, les nombreuses espéces présentes simultanément dans un méme
écosystéme possedent chacune des propriétes différentes qui vont moduler leurs interactions
avec le milieu. Concernant les sels nutritifs, certaines especes phytoplanctoniques vont
pouvoir disposer de sources différentes, certaines cyanophycées diazotrophes sont par
exemple capables d’utiliser le diazote comme source azotée et certaines especes (comme les
haptophytes) ont la possibilité d’utiliser des sources organiques de sels nutritifs (Dyrhman and
Palenik, 2003; letswaart et al., 1994; Van Boekel and Veldhuis, 1990). De plus, les besoins en
sels nutritifs peuvent différer au sein d’un méme groupe d’espéce comme chez les diatomées
pour la silice, certaines especes étant plus fortement silicifiées que d’autres (Raven and Waite,
2004). Les mémes constatations peuvent étre faites sur les besoins en lumiére qui différent en
fonction des microalgues du fait, par exemple, de la composition et des arrangements
pigmentaires différents (Behl et al., 2011; Stockenreiter et al., 2013). Enfin, le troisiéme
parameétre concerne les relations trophiques multiples et complexes qui vont également

affecter les communautés phytoplanctoniques via un contrdle top-down.

Ces quelques exemples mettent en évidence que la variabilité de 1’environnement et des
caractéristiques des microalgues, qui ne présentent ni les mémes besoins, ni les mémes
fonctions dans un méme environnement, permettent une coexistence de ces espéces Si
I’environnement varie (Ptacnik et al., 2010; Wilson, 2011). Les environnements extrémes et
peu variables existent et montrent souvent peu de diversité spécifique, une ou deux espéces
dominant alors 1’écosystéme jusqu’a I’arrivée d’une perturbation (Connel, 1979; Salisbury,
1931).



1.2.1 Diversité fonctionnelle et définitions associées

Lorsqu’il s’agit d’étudier le fonctionnement des écosystémes, la diversité spécifique est bien
plus qu’un simple descripteur quantitatif du nombre d’espéces présentes dans une
communauté donnée. En effet, cette diversité spécifique implique une diversité fonctionnelle
qui va définir la performance des communautés, les interactions entre celles-ci et
I’environnement et donc, le fonctionnement de 1’écosysteme (Tilman, 2001). Cette diversité
fonctionnelle correspond a I’intégration des traits fonctionnels des espéces constituant une
communauté (Diaz and Cabido, 2001; Tilman, 2001). Ces traits fonctionnels sont définis
differemment selon les auteurs (e.g. Behl et al., 2011; Lavorel and Garnier, 2002; Mc Gill et
al., 2006; Violle et al., 2007). Mc Gill et al. (2006) définissent un « trait » comme étant une
propriété mesurable bien définie d’un organisme, mesuré a 1’échelle individuelle. Violle et al.
(2007), quant a eux, définissent un trait comme toute caractéristique morphologique,
physiologique ou phénologique d’un individu. Un trait fonctionnel est alors un trait qui
influence la performance de I’organisme considéré (Mc Gill et al., 2006; Violle et al., 2007).
D’un autre c6té, Behl et al. (2011), Petchey et Gaston (2006) ou encore Hooper et al. (2005)
apportent une dimension supplémentaire a la précédente définition en décrivant un trait
fonctionnel comme une caractéristique (morphologique, physiologique ou phénologique) de
I’individu qui va affecter un ou plusieurs processus écosystémiques. Enfin, sont dénommés
traits de réponses les traits utilisés pour estimer I’influence des conditions environnementales
sur les caractéristiques d’un organisme (Diaz and Cabido, 2001; Hooper et al., 2005; Violle et
al., 2007).

Définitions utilisées dans ce manuscrit

Trait : défini au sens de Violle et al/ (2007) comme une caractéristique physiologique ou

morphologique mesurée a |'échelle individuelle.

Trait de réponse : trait utilisé pour estimer l'influence des conditions environnementales sur un

individu donné (et par extrapolation un groupe d'individu ou une espece).

Groupe fonctionnel : Ensemble d'espéces présentant des traits et/ou réponses fonctionnels

similaires; ces groupes sont établis sur des critéres morphologiques et physiologiques, sans lien

avec la phylogénie.




La grande diversité spécifique du phytoplancton marin, associée a la forte variabilité des
conditions environnementales, impliqgue une grande diversité de traits (Litchman and
Klausmeier, 2008). Différentes espéces peuvent cependant montrer des traits communs
appartenant alors au méme groupe fonctionnel. Les espéces d’un méme groupe fonctionnel
seront alors susceptibles de montrer les mémes interactions avec les facteurs biotiques et
abiotiques de I’écosystéme (Barton et al., 2013; Tilman, 2001). De nombreux auteurs
définissent les groupes fonctionnels en regroupant les espéces d’une méme classe algale,
formant alors des groupes comme les diatomées, les coccolithophores, ou encore les
cyanophycées (Behl et al., 2011; Follows et al., 2007; Litchman et al., 2006; Moore et al.,
2002). Ceux ci se basent alors sur I’hypothése forte que ces espéces présenteront une
homogénéité de réponse aux mémes conditions environnementales. D’autres auteurs forment
leurs groupes fonctionnels selon des criteres morphologiques tels que la taille des cellules
(Hulot et al., 2014) (Kruk et al., 2010; Kruk and Segura, 2012 pour le phytoplancton en eau
douce), ou physiologiques, tels que la température ou encore la sensibilité a une limitation en
sels nutritifs (Reynolds et al., 2002).

1.2.2 Dépendance des traits physiologigues et morphologiques

Les traits d’une espéce vont déterminer les caractéristiques de sa niche écologique (Litchman
et al., 2012) et ainsi sa place et ses roles au sein de 1’écosystéme. Ces traits sont multiples et
regroupent des caractéristiques photosynthétiques, comme la composition pigmentaire ou la
capacité photosynthétique maximale, des caractéristiques relatives a 1’absorption et
I’assimilation des sels nutritifs, le taux de croissance, la mobilité des cellules, la reproduction
ou encore la taille (pour une synthese voir Litchman and Klausmeier, 2008), la taille étant

considérée comme un trait fondamental qui va conditionner d’autres traits (Fig.l-3).
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Fig. I-3: typologie des principaux traits fonctionnels phytoplanctoniques (Litchman and Klausmeier,
2008).

Il existe un lien fort entre la taille et le métabolisme d’un individu. En effet, pour tous les

organismes la taille peut prédire 1’activité métabolique selon 1’équation :

M
— = qVb
B a

Avec a une constante spécifique, b 1’exposant « taille-échelle », V' le volume de la cellule,

M le taux métabolique et B la biomasse (nombre de cellules, carbone...) (Finkel, 2001).

L’exposant b a longtemps été considéré comme €gal a %4 mais il a ét€ montré que cet exposant
pouvait varier en fonction du paramétre étudié et des conditions environnementales (présence
de stress) (Finkel et al., 2004).

La taille d’'une cellule phytoplanctonique joue également un role clef pour 1’absorption des

sels nutritifs. En effet une cellule de petite taille, possédant un rapport surface/volume élevé, a
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tendance a étre plus efficace pour 1’absorption des sels nutritifs présents en faibles
concentrations. Ce rapport surface/volume élevé permet une meilleure capacité d’absorption
des sels nutritifs par un phénomene de diffusion (Marafion et al., 2013; Ploug et al., 1999;
Raven, 1998). Au contraire, les grandes cellules présentent une diminution de ce phénomene
de diffusion mais ont une capacité de stockage intracellulaire des sels nutritifs plus forte que

les petites cellules (Marafion et al., 2013).

Le volume influence aussi la photosynthése de la cellule, une augmentation du contenu
pigmentaire est attendue lorsque la taille de la cellule augmente. La taille est alors associée au
coefficient d’absorption spécifique de la chlorophylle a (a* en m2mg chla™), une
augmentation de la taille aboutit & une diminution du a* dd a une augmentation du phénomeéne
d’auto-ombrage (Morel and Bricaud, 1981). Tous les parametres photosynthétiques ne sont
pas dépendants de la taille des cellules, comme par exemple le rendement quantique
maximum (Finkel, 2001).

Enfin, la taille de la cellule influence également (1) la composition élementaire de la cellule
due a différent degrés de vacuolation (Raven, 1997), (2) le taux de croissance, qui a tendance
a augmenter quand la taille de la cellule diminue (jusqu’a une taille seuil, Marafion et al.,

2013), ou encore (3) les relations trophiques (Kigrboe, 1993).

1.2.3 Vers une approche fonctionnelle des processus phytoplanctonigues

Du fait de leur réle essentiel dans de nombreux processus ecosystémiques, les producteurs
primaires sont au centre de nombreuses études scientifiques. Parmi ces études beaucoup
s’intéressent aux relations entre producteurs primaires et leur environnement. Ces éetudes
cherchent & montrer les effets des variations de conditions environnementales sur la
physiologie des producteurs primaires et/ou les processus a plus large échelle. Ces derniéres
années, ces études ont montré un intérét grandissant pour les approches basées sur les traits
fonctionnels, la prise en compte de ces traits permettant d’accroitre la compréhension de
I’organisation des communautés végétales et de leurs réponses au changement global (Lavorel
and Garnier, 2002; Litchman et al., 2012; Litchman and Klausmeier, 2008; Mc Gill et al.,
2006). En effet la prise en compte de la diversité fonctionnelle, en lieu et place de la diversité
spécifique, permet de mieux comprendre les réponses des organismes, a des perturbations
environnementales par exemple, a 1’échelle individuelle, populationnelle et écosystémique,
augmentant ainsi de facon notable la compréhension du fonctionnement des systémes

biologiques a ces différents niveaux (Hooper et al., 2005; Lavorel and Garnier, 2002). Ce type
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d’approche existe depuis longtemps aussi bien en milieu terrestre (Mc Gill et al., 2006;
Westoby and Wright, 2006) qu’aquatique (Behl et al., 2011; Falkowski and Raven, 1997;
Litchman et al., 2007) et est de plus en plus utilisé sur tous types d’organismes et
d’écosystemes compte tenu des changements globaux observés (e.g. ¢érosion de la
biodiversité, composition élémentaire des zones cotieres) et de leurs conséquences actuelles et
futures (Cardinale et al., 2006; Diaz and Cabido, 2001; Worm et al., 2006).

Les organismes phytoplanctoniques possédent un temps de génération relativement court,
peuvent aisément étre cultivés et présentent des caractéristiques qui rendent ces organismes
idéaux pour réaliser des études basée sur les traits fonctionnels. Par ailleurs, les principaux
traits caractéristiques qui régissent les niches écologiques des espéces planctoniques sont bien
identifiés (Fig.1-3) et facilement mesurables en laboratoire (Litchman and Klausmeier, 2008).
De plus la répartition des différents grands groupes fonctionnels phytoplanctoniques en
fonction des conditions environnementales est globalement bien connue (Finkel et al., 2010a;
Follows et al., 2007; Margalef, 1978).

Enfin, la taille de la cellule étant directement liée a sa physiologie, elle apparait comme un
trait a privilégier dans les approches fonctionnelles. En effet, en plus de définir en grande
partie la niche écologique d’une espéce phytoplanctonique, la taille va conditionner les
interactions avec I’environnement en influengant la composition élémentaire de I’individu et
du milieu, la production primaire, la production de biomasse, mais aussi les relations

trophiques au sein de I’écosystéme.

|.3Effets du changement global sur le phytoplancton : méthodes d’étude
et traits considérés

Afin de comprendre les effets des différentes composantes du changement global sur les
caractéristiques des microalgues et les conséquences qui en découlent (e.g. production
primaire, cycles biogéochimiques, relations trophiques), il est essentiel d’étudier les réponses
physiologiques d’espéces représentatives des principaux groupes phytoplanctoniques et les
modifications de la structure des communautés de microalgues face au changement global.
Ces réponses peuvent étre abordées par la mise en place d’expérimentations, d’observations in
situ & long terme, ou en utilisant la modélisation. Les observations a long terme, bien qu’elles
soient tres représentatives de la réalité du milieu et donc riches en enseignements, sont

contraignantes et couteuses a mettre en place. De plus, elles permettent d’observer
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uniquement les changements du fonctionnement des écosystémes sous médiations
environnementales a 1’échelle des communautés, qui résultent de changements a 1’échelle

populationnelle.

Au contraire I’approche expérimentale et mod¢lisatrice, surtout réalisée en se basant sur des
traits de réponse ou une approche fonctionnelle permettent d’engranger rapidement des
informations sur les principaux changements au niveau individuel, populationnel mais aussi
des communautés face aux variations d’une ou plusieurs composantes du changement global
(Litchman et al., 2012). De telles approches, bien qu’elles soient des simplifications de la
réalité des processus realisees en milieu naturel, donnent des informations sur les
changements sous-jacents aux modifications de fonctionnement observeés via les approches in
situ (Edwards et al., 2013).

Le choix des traits est trés important dans les études visant a étudier 1’évolution de ceux-ci en
fonction de gradients environnementaux. En effet, ils doivent étre facilement mesurables
(pour augmenter la fréquence d’étude surtout en cas d’approche multifactorielle), avoir une
forte pertinence écologique et surtout doivent en partie contribuer a la définition de la niche
¢écologique de D’organisme étudié (Litchman and Klausmeier, 2008). Une approche
multifactorielle doit étre privilégiée, incluant plusieurs traits de réponse, afin de mettre en
évidence les effets des facteurs environnementaux a plusieurs niveaux et de comprendre la
réponse globale de ces organismes (Duffy and Stachowicz, 2006). Par ailleurs, les différents
facteurs du changement global peuvent influencer chacun des traits de maniere différente.
Certains de ces facteurs sont indissociables et interviennent simultanément en milieu naturel,
aboutissant a de potentiels effets synergiques ou d’interactions. Il apparait alors nécessaire
d’appréhender ces effets de fagon multiple en imposant des gradients environnementaux
multiparamétriques. Peu d’études ont porté sur les effets cumulés de plusieurs parametres
environnementaux sur la physiologie du phytoplancton, pourtant ces études mettent en
¢vidence la présence d’interactions entre la température et la concentration en sels nutritifs sur
la croissance (Rhee and Gotham, 1981; Shatwell et al., 2013), la taille des cellules (Peter and
Sommer, 2013) ou encore la production carbonée (Borchard and Engel, 2012; Vidyarathna
and Granéli, 2013) du phytoplancton. De méme, de nombreuses approches expérimentales
basées sur les effets de changements environnementaux sur différents traits du phytoplancton
ont été réalisées. Cependant, ces études ne s’intéressent bien souvent simultanément qu’aux

variations d’un seul paramétre environnemental sur un nombre trés limité de traits (e.g.
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Aguilera et al., 2000; Claquin et al., 2008; Granum et al., 2002; Urbani et al., 2005; Westoby
and Wright, 2006).

1.3.1 Effets environnementaux sur les principaux traits phytoplanctoniques

Comme nous venons de le mentionner, de nombreuses études ont mis en évidence la
dépendance environnementale de nombreux traits phytoplanctoniques (e.g. Alcoverro et al.,
2000; Baumert and Petzoldt, 2008; Davison, 1991; Lai et al., 2011; Raven and Geider, 1988;
Turpin, 1991). Dans ce manuscrit trois ensembles de traits de réponse seront étudiés a savoir :
les paramétres photosynthétiques, la production d’hydrates de carbone, et la production de
biomasse en quantité (abondance cellulaire, biovolume) et en qualité (contenu en hydrates de
carbone, en carbone organique et en azote total). Ces trois ensembles sont interdépendants,
fluctuent avec les paramétres environnementaux et nous apportent des informations sur le
fonctionnement de la cellule a plusieurs niveaux ainsi que sur les conséquences possibles pour

les communautés.

1.3.1.1  Activité photosynthétique

La photosynthése est un processus complexe incluant une cascade de réactions qui permet de
transformer 1’énergie lumineuse en énergie chimique. La réaction globale de la photosynthése

est décrite selon 1’équation suivante :
6C02 + 6H20 + Lumiére = C6H1206 + 602

La photosynthése débute avec 1’absorption de photons par les pigments photosynthétiques et
en utilisant du carbone inorganique, aboutit a la production de d’hydrates de carbone et de
dioxygeéne. Le processus photosynthétique se fait en deux phases. Une phase claire durant
laguelle sont transportés les électrons et une phase sombre durant laquelle est réalisée la

fixation du CO, via le cycle de Calvin.

La quantité et la qualité de la lumiére, la température et la concentration en sels nutritifs sont
les trois principaux facteurs environnementaux influencant la production primaire
phytoplanctonique (Anning et al., 2000; Claquin et al., 2008; Davison, 1991; Geider et al.,
1998b; Harrison et al., 1990; Turpin, 1991; Wykoff et al., 1998). La capacité
photosynthétique des microalgues détermine cette production primaire et peut étre mesurée

par des méthodes quantifiant des flux d’oxygéne (Montford, 1969), des methodes basées sur
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le suivi de traceurs isotopiques du carbone (Steemann Nielsen, 1952) ou via 1’étude de la
fluorescence de la chlorophylle a (Schreiber et al., 1986). Les méthodes basees sur les flux
d’oxygéne ou de carbone 14 ou 13 sont plus contraignantes que les méthodes basées sur
I’étude de la fluorescence de la chlorophylle a en étant plus colteuses et nécessitant des temps
d’incubations relativement longs. Il existe plusieurs méthodes d’études de la capacité
photosynthétique des microalgues basées sur 1’étude de la fluorescence chlorophyllienne
(Kolber et al., 1998; Schreiber et al., 1986), nous avons utilisé la méthode PAM (pour Pulse
Amplitude Modulation).

1.3.1.2 La méthode PAM

La méthode PAM est une methode optique basée sur la fluorescence in vivo de la chlorophylle
a. La photosynthése consiste, en présence de lumiére, a la production d’énergie organique a
partir d’énergie lumineuse. La lumiére est absorbée au niveau d’assemblage de pigments et de
protéines, les photosystemes | et 11, situés dans les membranes thylacoidales des chloroplastes
des cellules planctoniques. Il existe trois voies d’utilisation de la lumiére. La premiére
consiste en I’absorption de lumiére au niveau des PSII aboutissant a une séparation de charge
initiant alors la chaine de transport d’électrons pour la production d’énergiec chimique
(photochimie). Les deux autres voies consistent en la réémission de 1’énergie lumineuse SOus
la forme de fluorescence ou en I’évacuation de 1’énergie lumineuse en exces sous forme de
chaleur (Non photochemical Quenching, NPQ) (Huot and Babin, 2010) (Fig.I-4). Ces trois
voies entrent en compétition, I’augmentation de 1’une résulte en la diminution de ’une ou des
deux autres. La méthode PAM consiste en la mesure de la fraction de lumiére réémise sous
forme de fluorescence et a I’estimation du non photochemical quenching. Connaissant ces
deux parametres, I’efficacité de la troisieme voie d’utilisation de la lumiére, a savoir la

photochimie, peut alors étre calculée.

Aprés une mise a l’obscurit¢ de 15 minutes, nécessaire a 1’oxydation des accepteurs
d’¢électrons, I’échantillon est soumis a de tres court flash de trés faible intensité qui ne génere
ni NPQ, ni photochimie mais qui permettent de mesurer la fluorescence de base (Fy). Un court
flash de lumiére saturante est alors émis et permet de mesurer, en se basant sur la fraction

réémise sous forme de fluorescence ou de chaleur, le rendement quantique maximal calculé

selon I’équation suivante :
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Fv  Fm—FO0

Fm Fm
Fm correspond au niveau de fluorescence maximum obtenu apres 1’application d’un flash de
lumiére saturante sur un échantillon acclimaté au noir et F./F, correspond au rendement

quantique maximum (Huot and Babin, 2010).

Puis I’échantillon est soumis a des paliers de lumiére d’intensités croissantes ponctuées toutes
les 1 a 2 minutes (selon I’espéce) de flashs lumineux saturants (8 dans nos travaux) permettant
la mesure des processus de fluorescence, de photochimie et dégagement de chaleur ayant lieu
au niveau des photosystemes Il a chaque palier. Cette méthode permet de générer des
« Steady state light curves » a partir desquelles seront constituées les courbes taux de transfert
d’électrons/éclairement (Fig.1-4). Le modele de Webb et al. (1974) est ensuite appliqué, basé
sur le résultat des courbes taux de transfert d’électrons/éclairement et permet de calculer les
parameétres photosynthétiques des microalgues. Ainsi, la pente aux faibles éclairements
correspond a D’efficacité maximale d’utilisation de la lumiére, notée a, le plateau atteint
correspond au taux de transfert d’électron relatif maximum (rETRpna) et le point
d’intersection entre la pente initiale et le plateau correspond a I’intensité lumineuse de

saturation (Ex) (Fig.I-4).

Le taux de transfert d’électrons était calculé a chaque palier lumineux par la multiplication du
rendement quantique effectif ((Fm’-F)/Fn’)) par I’intensité lumineuse et un coefficient de 0.5

qui correspond a la proportion de lumiére captée par les photosytemes II.

rETR = [(Fm' — F)/Fm'] E 0.5
Fm’ et F correspondent au niveau maximum et stable de fluorescence obtenue des cellules
exposeées a la lumiére.

Afin de prendre en compte les variations d’absorption de lumiere au niveau des PSII dans le
calcul du taux de transfert d’électrons, celui-ci est multiplié par le coefficient a* qui
correspond au coefficient d’absorption spécifique de la chlorophylle a. Celui-ci est mesuré par
spectrophotométrie selon la méthode décrite par Mitchell et al. (2003).
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Fig. I-4: évolution du taux de transfert relatifs d’électrons (umol e.m™.s™) en fonction de I'intensité
lumineuse (umol photons.m™.s™).

1.3.1.3 Dépendance environnementale

De nombreuses études ont mis en évidence le réle central de la concentration en azote et en
phosphore sur les parametres photosynthétiques de nombreux taxons phytoplanctoniques (Da
Silva et al., 2009; Geider et al., 1998b; Liu et al., 2013; Napoléon et al., 2013; Turpin, 1991;
Wykoff et al., 1998). Ces deux ¢léments n’affectent pas les processus photosynthétiques de la
méme facon. En effet, la limitation en phosphore peut aboutir a une diminution du taux de
transfert d’électrons au niveau du PSII (Geider et al., 1993; Lippemeier et al., 2001; Wykoff
et al., 1998) en endommageant les centres réactionnel. Par ailleurs, le phosphore entre dans la
composition d’ATP (adénosine tri-phosphate), une molécule énergétique impliquée par
exemple dans la photosynthese ou encore le cycle de Calvin. Une diminution de la production
d’ATP due a une carence en phosphore (Beardall et al., 2005; Gauthier and Turpin, 1997) va
influencer le gradient de pH au niveau des thylacoides aboutissant a une diminution de
I’activité photosynthétique (Gauthier and Turpin, 1997). Cette diminution d’ATP va
également impacter négativement la RubisCO, une enzyme clef du cycle de Calvin, limitant
alors la fixation du CO; et donc I’efficacité des processus photosynthétiques (Anwaruzzaman
et al.,, 1995; Liu et al., 2013). Enfin, le phosphore entre dans la composition des

phospholipides, des composés membranaires essentiels. La limitation en phosphore va alors
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influencer la structure de ces membranes (Paytan and McLaughlin, 2007), comme par
exemple les membranes des thylacoides, avec des répercussions possibles sur l’activité

synthétique.

La limitation en azote, quant a elle, aboutit & la diminution de la capacité photosynthétique en
provoquant une diminution de la synthese des pigments photosynthétiques azotés. En
parallele, une diminution de la production d’acides aminés et de protéines, et donc de
certaines enzymes impliquées dans les processus photosynthétiques, est observée en cas de
limitation en azote (Da Silva et al., 2009; Geider et al., 1998b; Liu et al., 2013; Turpin, 1991;
Young and Beardall, 2003). Geider et al. (1993) mettent, par exemple, en évidence la
diminution de la production de protéine D1 (Fig.I-5) aboutissant a une baisse de ’activité
photosynthétique d’une diatomée. Enfin, la limitation en azote induit une diminution de
I’activité du cycle de Calvin et aboutit a une diminution des besoins en ATP, ce qui perturbe
le gradient transthylacoidal (Fig.l-5) et conduit a une diminution du taux de transport

d’électrons au niveau des photosystémes II (Lippemeier et al., 2001).

La température affecte également la capacité photosynthétique des microalgues. Une tendance
a I’augmentation de la capacité photosynthétique avec la température est observée, et ce
jusqu'a une température seuil a partir de laquelle la capacité photosynthétique diminue avec la
température (Claquin et al., 2008; Davison, 1991). Claquin et al. (2008) mettent en effet en
évidence une augmentation du taux de transfert d’électrons avec la température, jusqu'a une

température optimale et une température seuil spécifiques.

Si de nombreux travaux ont porté sur les effets des concentrations en sels nutritifs sur la
photosynthése a une température donnée ou sur les effets de la température a une
concentration en sels nutritifs donnée (e.g. Claquin et al., 2008; Davison, 1991; Regaudie-de-
Gioux and Duarte, 2012), il n’existe que peu d’études ayant abordé les effets simultanés de
ces deux facteurs environnementaux sur l’activité photosynthétique (Petrou et al., 2012;
Staehr and Sand-Jensen, 2006; Tadonléké, 2010). Pourtant, compte tenu des effets potentiels
de la température et la concentration en sels nutritifs sur la photosynthése, et des
modifications environnementales attendues dans le cadre du changement global, il semble

intéressant d’étudier les effets cumulés de ces facteurs sur 1’activité photosynthétique.
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Fig. 1-5: Organisation des photosystémes Il (a) et de la chaine de transport d’électrons (b). Le
photosystéme Il est composé: d'un complexe pigment-protéine périphérique (LHCII) qui sert
d’antenne collectrice de lumiere mais aussi au transport de I'énergie lumineuse, d’antenne
collectrice de lumiere interne (CP) qui servent d’intermédiaires entre LHCII et les protéines D1 et D2
ou débute la dissociation de I'eau et le transfert d’électrons. Ce transfert d’électrons est décrit en
détail sur la figure b. Quatre complexes protéiques sont représentés : le Photosystéeme Il (PSll), le
cytochrome b6-f, le photosystéeme | (PSI) ainsi que I'ATP synthase. Sont représentés : I'antenne
acceptrice de lumiére (LHCI), deux protéine CP, le centre réactionnel (RCll), la phéophytine, la
quinone A et B (premier et deuxiéme accepteurs d’électrons), le pool de plastoquinone (PQ), une
plastocyanine (PC), une ferredoxine (Fd, accepteur final d’électron en aval du PSl), La ferredoxine-
NADP réductase (ou a lieue la réduction du NADP). Les sources de protons (H+) sont également
représentées. Les fleches rouges continues et pointillées signalent respectivement le transport
linéaire d’électrons et les voies alternatives de transport d’électrons (Huot and Babin, 2010)
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1.3.2 Production de d’hydrates de carbone et exsudation

La photosynthése aboutit a la production de matiere organique présente sous différentes
formes dans la cellule. En effet, cette matiére organique est composée de d’hydrates de
carbone, acides aminés, protéines, lipides, vitamines et de différents biopolymeéres dans des
proportions variables, en fonction de 1’espéce et de 1’état physiologique (Moal et al., 1987;
Myklestad, 2000; Panagiotopoulos and Sempéré, 2005). L’étude de la composition du
phytoplancton, en termes de matiére organique, est importante car elle définit 1’état

physiologique et la contribution des microalgues dans les réseaux trophiques.

Les hydrates de carbone représentent une large proportion de cette matiere organique. Une
partie des hydrates de carbone intracellulaires vont se retrouver excrétés par les microalgues,
cette excrétion étant considérée comme une part de la production primaire phytoplanctonique
(Myklestad, 2000). Cette excrétion est active. Les hydrates de carbone peuvent également se

retrouver dans le compartiment dissous suite a la lyse cellulaire.

L’étude de la quantité d’hydrates de carbone, intracellulaire ou excrétée, peut étre réalisée de
facon globale via des dosages colorimétriques qui permettent de doser la quantité de
d’hydrates de carbone en separant les monosaccharides et polysaccharides sans connaitre la
nature chimique exacte de ces hydrates de carbone. Il existe trois méthodes colorimétriques
pour le dosage des hydrates de carbone en milieu marin : la méthode au phénol de Dubois
(Dubois et al., 1956), la méthode MBTH (pour 3-methyl-2-benzo thiazoline hydrazone
hydrochloride) (Parson et al., 1984) et la méthode TPTZ (pour 2,4,6-tripyridyl-s-triazine)
(MykKlestad et al., 1997). Ces trois méthodes différent dans leur protocole expérimental, leur
sensibilité et leur capacité a doser séparément les mono- et polysaccharides. La méthode
MBTH (Parson et al., 1984) est utilisée dans notre étude. Cette méthode permet le dosage des
hydrates de carbone neutres (pentoses, hexoses), hydrates de carbone aminés, acides
uroniques et certains diholosides comme le maltose (pour une synthése voir Panagiotopoulos
and Sempére, 2005). De plus, cette méthode permet de doser séparément les mono- et
polysaccharides (aprés hydrolyse acide) et présente une forte précision méme a des
concentrations faibles, permettant alors de doser les hydrates de carbone dissous. Pour
déterminer la nature des hydrates de carbone des analyses plus lourdes et plus poussées,
chromatographiques, enzymatiques ou analyse de reésonance magnétique sont requises
(Panagiotopoulos and Semperé, 2005). La quantité et la nature des hydrates de carbone

produits dépendent de I’espéce et de 1’état physiologique des cellules et présentent une forte
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dépendance aux facteurs environnementaux et particulierement, a la concentration en sels

nutritifs et la température.

La limitation en azote et en phosphore aboutit généralement & une augmentation du contenu
en hydrates de carbone ainsi qu’a une augmentation de 1I’excrétion (Myklestad, 2000), et ce,
chez plusieurs groupes phytoplanctoniques comme les prymnesiophyceae (Alderkamp et al.,
2007), les cryptophyceae (Da Silva et al., 2009) ou encore les diatomées (e.g. Granum et al.,
2002; Guerrini et al., 2000; Harrison et al., 1990; Myklestad, 2000). Cette augmentation
résulte d’une moindre utilisation des hydrates de carbone qui continuent a étre produits par les
processus photosynthétiques qui perdurent, bien qu’ils puissent étre cux-mémes affectés par la
limitation en sels nutritifs. Certains éléments, tels I’azote et le phosphore, vont alors étre
indispensables pour 1’utilisation des hydrates de carbone produits qui ne vont plus pouvoir
étre couplés a ces éléments en cas de limitation. Si la quantité d’hydrates de carbone produits
dépassent les besoins nécessaires a la respiration et la synthese de cellules, ceux-ci peuvent
s’accumuler dans la cellule jusqu’a un certain seuil puis étre excrétés (Berman-Frank and
Dubinsky, 1999). Une excrétion des hydrates de carbone produits est observée chez de
nombreuses especes phytoplanctoniques et est souvent renforcée en cas de stress
environnemental. Cette augmentation peut provenir d’un phénomene de lyse cellulaire, di a
un mauvais état général des cellules stressées, ou de cellules saines qui envoient a 1’extérieur
de la cellule les hydrates de carbone présents en excés ou non dans le compartiment
intracellulaire (Myklestad, 2000; Staats et al., 2000). Toutes ces modifications du contenu et
de I’excrétion en hydrates de carbone vont avoir, en plus des répercussions au niveau
individuel, plusieurs répercussions a 1’échelle des communautés notamment au travers des

réseaux trophiques.

La température va, elle aussi, potentiellement influencer la production d’hydrates de carbone.
Une augmentation de la production de TEP (transparent exopolymeric particles) est souvent
observée quand la température augmente et ce jusqu’a un certain seuil au-dela duquel cette
production diminue (Claquin et al., 2008). Cependant Claquin et al. (2008) mettent en avant
le fait que ce patron ne fonctionne pas pour toutes les especes, avec une absence de relation
pour Emiliania huxleyi (Prymnesiophyceae) et Lepidodinium chlorophorum (Dinophyceae).
Sayegh et Montagnes (2011) démontrent, quant a eux, une absence de relation entre la
température et le contenu en hydrates de carbone chez Isochrisis galbana et Nannochloropsis
sp. Aucun lien clair n’est donc fait sur la relation entre la température et la production ou le

contenu en hydrates de carbone particulaires chez les microalgues.
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Borchard et Engel (2012) et Vidyarathna et Granéli (2013) se sont intéressés aux effets
simultanés de la limitation en sels nutritifs et de la température sur la production de matiére
carbonée. Des effets interactifs de ces parametres environnementaux sur le métabolisme
carboné ont été mis en évidence dans ces études, avec des contenus en hydrates de carbone
plus forts a température sub-optimale (Vidyarathna and Granéli, 2013). Borchard et al.
(2012), quant a eux, ont montré un renforcement de 1’augmentation de la quantité d’exsudats

dans les conditions limitées en azote quand la température augmente pour Emiliania huxleyi.

1.3.3 Etude de la biomasse

La biomasse phytoplanctonique peut étre déterminée selon différents indicateurs tels que la
quantité de cellules (Blache et al., 2011; Granum et al., 2002; Lai et al., 2011), la quantité de
carbone organique (Rousseau et al., 2002), la quantité de chlorophylle a (Houliez et al., 2013;
Ptacnik et al., 2008), le biovolume total (Behl et al., 2011; Vuorio et al., 2005) ou encore par

I’étude de la fluorescence in vivo (Falkowski and Kiefer, 1985; Lippemeier et al., 2001).

La formation de biomasse est un processus finalisé qui dépend d’autres processus en amont
comme la photosynthése et la production d’hydrates de carbone, et varie en fonction des
conditions environnementales. La limitation en phosphore aboutit a une diminution de la
formation de biomasse (e.g. Lai et al., 2011; Magaletti et al., 2004; Wang et al., 2011). En
effet, le phosphore est un élément essentiel a la formation de phospholipides (Suzumura,
2005), composant membranaire de nombreuses especes méme si recemment Van Mooy et al.
(2009) ont mis en évidence la capacité de certaines espéces a diminuer la quantité de
phosphore dans les membranes cellulaires en cas de limitation. La concentration en azote
influence également la production de biomasse de nombreuses espéces, une limitation en
azote aboutit a une baisse de production des éléments cellulaires azotés (pigments, protéines,
ADN...) et donc a une baisse de la synthése de nouvelles cellules (e.g. Da Silva et al., 2009;
Lai et al., 2011; Vuorio et al., 2005).

Le choix de I’indicateur de biomasse n’est pas anodin et dépend de la problématique posée.
Ces différents indicateurs ne répondent pas forcément de la méme facon aux conditions
environnementales. En effet, la limitation en sels nutritifs aboutit souvent & une diminution de
la production de cellule tandis que la concentration de carbone par cellule a tendance a

augmenter en cas de limitation en sels nutritifs (Myklestad, 1974). Ces deux facteurs ne vont
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alors pas nécessairement retranscrire de la méme fagon I’effet de la limitation en sels nutritifs

sur la biomasse.

La température influence également la production de biomasse des microalgues. Le taux de
croissance est positivement corrélé a la température jusqu’a atteintre une température seuil
spécifique a partir de laquelle ce taux de croissance diminue (Bissinger et al., 2008; Eppley,
1972). La température n’influence pas tous les indicateurs de biomasse de la méme fagon. En
effet, Eppley (1972) met en évidence une diminution du contenu en carbone par cellule chez
Skeletonema costatum et Ditylum brightwellii quand la température augmente. Cette
diminution est due a la relation négative qui existe entre contenu en carbone et taux de
croissance (Wang et al., 2010). Une cellule qui montre un fort taux de division contient moins
de carbone qu’une cellule de la méme espece qui présente un taux de division plus faible.
Enfin, certaines études utilisent le biovolume total, & savoir le produit de 1’abondance
cellulaire par le volume des cellules, comme indicateur de biomasse. Or, la température va
affecter la taille des cellules phytoplanctoniques, une diminution de la taille étant attendue
quand la température augmente (Atkinson et al., 2003; Peter and Sommer, 2013). Enfin, Peter
et Sommer (2013) ont mis en évidence un effet interactif de la température et de la
concentration en sels nutritifs sur la taille des cellules avec une plus forte réduction du volume

cellulaire quand la température augmente en présence de limitation en sels nutritifs.

I.4Les relations productivité/diversité

Associée aux autres facteurs du changement global une érosion extrémement rapide de la
biodiversité¢, aussi bien en milieu terrestre qu’aquatique, a été constatée ces cinquante
derniéres années (Millennium Ecosystem Assessment, 2005). Cette diminution de la diversité
spéecifique implique une diminution de la diversité fonctionnelle qui pourrait affecter le
fonctionnement des écosystemes. Cette érosion de diversité observée a I’échelle globale sur
différents écosystemes n’est pas démontrée sur le phytoplancton. Au contraire, I’étude récente
de Olli et al. (2014) met en évidence, a travers un suivi temporel débuté en 1966, une
augmentation de la diversité des microalgues en mer Baltique qu’ils relient aux changements
environnementaux. Méme si cette étude ne suit pas la tendance globale a une érosion de la
diversité, elle met en évidence des changements des comunautés phytoplanctoniques en

réponses aux changements environnementaux.
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De nombreux auteurs se sont intéresses a la forme de la relation biodiversité/fonction des
écosystemes (Cardinale et al., 2011; Naeem, 1998; Schlapfer et al., 1999). En faisant une
méta-analyse exhaustive des expérimentations visant & mettre en évidence les relations
fonctionnement/diversité, Cardinale et al. (2011) proposent trois types de relations différentes
(Fig.1-6).

Rivet
redundancy

Ecosystem
functioning

Immediate

catastrophe
—

A

Biodiversity

Fig. I-6: hypothéses sur les relations biodiversité/fonctionnement de I'écosystéme selon Cardinale et
al. (2011)

La premiere relation suit la théorie dite des rivets (Rivet redundancy). Du fait de la
redondance de fonctions entre certaines especes, une légere perte du nombre d’especes
n’aboutit qu’a de trés faibles changements de fonctionnement. Cette perte peut perdurer
jusqu’a atteindre une valeur seuil a partir de laquelle les conséquences sur le fonctionnement

de I’écosysteme deviennent significatives.

Le deuxiéme type de relation correspond a une perte proportionnelle de fonction avec le
nombre d’especes. Cette hypothése implique 1’absence de redondance de fonctions entre les

especes et s’appuie sur la notion de complémentarité (proportional 10ss).

Enfin, la troisiéme relation correspond a une perte exponentielle de fonctions avec la
diversité. Les résultats de la méta-analyse qui porte sur des études menées en milieu terrestre
montrent que 86% des expériences obéissent a une relation de type « rivets » qui n’implique
cependant pas nécessairement une redondance de fonctions mais plutdt la proximité des
niches écologiques des espéces en milieu naturel. Néanmoins, ces trois hypothéses reposent
sur I’étude des relations diversité/productivité via une approche spécifique de la diversité. De
nombreux auteurs preconisent plutét une approche fonctionnelle de la diversité partant du

principe que le fonctionnement de 1’écosystéme dépend davantage de la diversité des
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fonctions plut6t que de la diversité des espéces (Cardinale et al., 2011; Hooper et al., 2005;
Loreau et al., 2001; Petchey and Gaston, 2006).

De nombreuses études se sont intéressées aux relation entre biodiversité et fonctionnement de
I’écosystéme, la plupart en milieu terrestre et dulcicole (Balvanera et al., 2006; Cardinale et
al., 2006; Hooper et al., 2005; Loreau et al., 2001; Stachowicz et al., 2007; Worm et al.,
2006). En effet, sur les 401 études relevées en 2006 qui traitent des relations
diversité/fonctionnement des écosystéemes, seules 32 portaient sur le milieu marin et aucune
sur le phytoplancton (Balvanera et al., 2006). Néanmoins, les études sur la relation
diversité/productivité et diversité/fonctionnement des écosystemes (terrestre ou aquatique)
mettent en évidence qu’en moyenne les communautés diversifiées (que ce soit génétiquement,
specifiquement, ou présentant une large gamme de traits fonctionnels) produisent davantage
de biomasse et consomment davantage de ressources (sels nutritifs, lumiére) que les
populations ou les communautés moins diversifiées (pour une synthése voir Cardinale et al.,
2013; Cardinale et al., 2006; Duffy, 2009). Ce patron est observé dans des études portant sur
des especes, des niveaux trophiques et des écosystemes différents mais n’est pas
nécessairement généralisable. En effet, les études basées sur 1’écologie du phytoplancton ont
permis de mettre en évidence différents types de relation entre productivité et diversité
(Ptacnik et al., 2010). Des relations positives entre la richesse spécifique et la productivité
chez des microalgues d’eau douce (Behl et al., 2011; Power and Cardinale, 2009) ont été
montrées. La plupart des études se basent principalement sur les stocks de biomasse (carbone,
nombre de cellule ou chlorophylle a) comme indicateur de productivité, mais des études
récentes se sont intéressées a des mesures de flux (Power and Cardinale, 2009) (Behl et al.,
2011; Olli et al., 2014; Ptacnik et al., 2008).

D’autres auteurs ne mettent pas en évidence de relation positive entre diversité et productivité.
C’est le cas de I’étude réalisée par Schmidtke et al. (2010) qui ont mis en évidence une
relation négative entre la diversité et la productivité. Par ailleurs, Gamfeldt et al. (2005) en
travaillant sur trois especes phytoplanctoniques d’eau douce, avec et sans prédateurs, ne
montraient pas de relation entre la diversité des microalgues et la production de biomasse,
probablement du fait de compétition pour la ressource entre les espéces. L’augmentation de
productivité avec la diversité n’est donc pas une regle générale et va dépendre des conditions

expérimentales et des espéces sélectionnées.
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Toutes ces etudes ont été réalisées en 1’absence de stress environnementaux qui pourtant
fagonnent les communautés en milieu naturel (Hillebrand et al., 2014). En effet, les apports
anthropiques de sels nutritifs vont influencer la diversité spécifique differemment en fonction
du systéeme étudié (Hillebrand et al., 2007). De plus, ces contraintes vont influencer les
cellules algales a plus petite échelle souvent en diminuant la productivité des individus a
plusieurs niveaux. Cardinale et al. (2009) ont établi un modéle cherchant a relier la quantité
de ressource, la diversité spécifique et la biomasse au sein des communautés en considérant la
concentration en sels nutritifs comme étant, a la fois, une cause et une conséquence des

variations de diversité et de biomasse (Fig.I-7).

Species ——— Community

richness biomass
Resource Resource
availability ratios

Fig. I-7: schéma conceptuel reprenant les composantes du modele décrit par Cardinale et al. (2009)
et leurs interdépendances (représentées par les fleches). Ce modele est bati sur quatres
composantes : la disponibilité en ressource (resource availability), les ratios de ces ressources
(resource ratios), la richesse spécifique (species richness) et la biomasse de la communauté
(community biomass)

A partir de ce modele les auteurs font trois hypotheses: (1) si les écosystemes sont
caractérisés par une forte disponibilité de ressources alors ils devraient présenter une forte
diversité spécifique associée a une forte biomasse ; (2) Les écosystémes caractérisés par un
fort déséquilibre des ratios de différentes ressources devraient montrer des diversités faibles et
une faible quantité de biomasse ; (3) quand la quantité et le déséquilibre des ressources sont
constants, la biomasse devrait augmenter avec la diversité spécifique. Ces auteurs ont vérifié
et validé ces trois hypothéses sur la base d’études in situ de phytoplancton dulcicole et de
données environnementales. Néanmoins, ces hypothéses auraient besoin d’étre validées aux

travers d’autres études in situ ou expérimentales.
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I.5Problématiques, objectifs et organisation du manuscrit

Une augmentation de la température de surface mais aussi des eaux marines est observée a
I’échelle globale. Les mod¢les climatiques prévoient une tendance a I’augmentation de la
température marine jusqu’a 4°C a I’horizon 2100 pour le modele le plus pessimiste. Par
ailleurs, les activités humaines ont abouti a des perturbations des apports en sels nutritifs, de
leurs concentrations mais aussi de leurs ratios. Des politiques européennes d’abattements ont
d’ailleurs été mises en places. Celles-ci sont plus performantes pour le phosphore que pour
I’azote et une tendance a la diminution du rapport N/P est d’ores et déja observée dans les
eaux marines européennes. Le phytoplancton va étre impacté par ces changements. L’étude
des modifications engendrées par ces perturbations sur la composante phytoplanctonique est
nécessaire compte tenu des roles clefs de ses organismes dans les processus écosystémiques.
Peu d’études se sont intéressees aux effets simultanés de plusieurs parameétres
environnementaux sur la physiologie phytoplanctonique. Néanmoins ces études mettent en
évidence la présence d’interactions entre ces facteurs sur la croissance, la taille des cellules ou
encore la production de carbone. Les études qui s’intéressent aux effets de la limitation en sels
nutritifs ou aux effets de la température sur le phytoplancton portent bien souvent sur un
faible nombre de traits et ne prennent pas en compte toute la complexité des réponses du
phytoplancton, limitant ainsi la compréhension de ces réponses et des effets potentiels sur les
écosystémes. Partant de ces observations il parait intéressant d’étudier les réponses, via une
approche multifactorielle, du phytoplancton a différentes conditions de limitations en sels
nutritifs a plusieurs températures. Cette approche multifactorielle doit porter sur des traits
d’intéréts qui doivent étre facilement mesurables, avoir une forte pertinence écologique et
surtout doivent en partie contribuer a la définition de la niche écologique de 1’organisme
étudié. La photosynthese, la production de carbone et la formation de biomasse, en regroupant
tous les critéres décrits ci-dessus, sont trois traits phytoplanctoniques qui paraissent adaptés a
I’¢tude des effets des conditions environnementales sur la physiologie planctonique. Enfin,
des modifications de la diversité spécifique sont observées a 1’échelle mondiale et impliquent
des modifications de fonctions écosystémiques. Trés peu d’études sur les relations
diversité/fonctionnement de 1’écosystéme ou diversité/productivité ont été réalisées en milieu
marin et aucune d’entre elles ne prenait en compte de médiation environnementale. Il semble
alors intéressant d’analyser quelles sont les relations productivité/diversité pour différentes
communautés phytoplanctoniques sous médiation environnementale, ici traduites par

differents rapport N/P.
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Ce travail de thése s’inscrit dans le cadre du projet ICCARE (pour Impact des Changements
Climatiques et Anthropiques sur la biodiversité des pRotistes des Ecosystemes cotiers) et
cherche a répondre, en partant de 1’état des connaissances décrits ci-dessus, & cing grandes

questions :

(1) Quels sont les effets de la concentration en sels nutritifs et de la température sur la
physiologie de plusieurs microalgues présentant des traits fonctionnels différents ?

(2) Existe-t-il des interactions entre ces différents facteurs ?

(3) Tous les traits phytoplanctoniques répondent-ils de la méme maniere a la limitation en
sels nutritifs, aux différentes températures ou leur interaction?

(4) Les différentes microalgues, qui présentent des traits différents, vont-elles montrer
des réponses similaires aux mémes conditions environnementales ?

(5) Quelles sont les tendances des relations diversité/productivité sur des communautés
phytoplanctoniques composées d’especes présentant des traits différents ?

(6) Le rapport N/P conditionne-t-il ces tendances ?

Cette étude a été réalisée sur des espéces microalgales (décrites ci-dessous) présentant des
traits différents, en termes de taille et de phénologie en Manche Orientale, via une approche
multifactorielle. L’approche a ét¢ multifactorielle car les traits étudiés sont multiples
(photosynthése, production de matiére carbonée, production de biomasse) mais aussi car elle
integre deux facteurs environnementaux a savoir la limitation en sels nutritifs (azote ou

phosphore), la température et leurs interactions.

1.5.1 Espéces d’intérét

Six especes ont été sélectionnées dans cette étude. Seules cing de ces six espéces ont pu étre
maintenues en culture et étudiées de fagon contr6lée et seront présentées dans ce manuscrit.
En effet, en dépit de tous nos efforts, la cyanophycée Synechococcus sp.n’a pas pu étre
étudiée de maniére optimale. Néanmoins cing autres espéces appartenant a trois groupes
fonctionnels, selon la définition habituellement employée, ont pu étre étudiées. Ces espéeces,
Hemiselmis rufescens (Cryptophycée), Phaeocystis globosa (Haptophycée), Skeletonema sp.,
Thalassiosira rotula et Ditylum brightwellii (toutes trois des diatomées) sont présentes en
Manche Orientale, montrent un gradient de taille allant de 3 a 200 um et ont une phénologie
différente en Manche Orientale (tableau I-1). Des suivis a long terme ont permis la mise en
évidence de successions phytoplanctoniques en Manche Orientale (Hernandez-Farifias et al.,
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2013; Lefebvre et al., 2011; Schapira et al., 2008) en relation avec les paramétres physico-
chimiques du milieu. Cette succession est caractérisée par une premiere efflorescence de
diatomées qui débute en hiver (a partir de mi-janvier) et se termine au début du printemps ou
débute une efflorescence massive de Phaeocystis globosa suivie par une deuxiéme
efflorescence de diatomée en été (Breton et al., 2000; Schapira et al., 2008). Thalassiorira
rotula est présente en Manche Orientale quand les concentrations en sels nutritifs sont
élevées. La diminution de ces sels nutritifs, et principalement le phosphore et la silice, permet
le développement rapide de Phaeocystis globosa (Peperzak, 2002; Schapira et al., 2008).
Skeletonema sp. et Ditylum brightwellii montrent leur maximum d’abondance entre le
maximum d’abondance de Thalassioira rotula et celui de Phaeocystis globosa. Enfin,
Hemiselmis rufescens est présente toute une partic de I’année (tableaul) mais ne contribue
que faiblement a la biomasse totale des communautés phytoplanctoniques (Breton et al.,
2000; Houliez et al., 2013).
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Tableau I-1: groupe phylogénétique, taille (um), colonialité, occurrence principale en Manche
Orientale (jour julien), et forme géométrique (d'apres Hillebrand et al., 1999) de Ditylum brightwellii,
Thalassiosira rotula, Skeletonema sp., Hemiselsmis rufescens et Phaeocystis globosa

X groupe . R occurrence s
especes . taille colonialité S forme geométrique
phylogenetique principale
) risme
Ditylum . . 70- . P
brightwellii diatomées 200 chaine 37-100 bgse
triangle
Thalassiosira diatomées 20-40 chaine 31-86  cylindre
rotula
Skeletonema cylindre + .
s diatomées 6-25 chaine 37-100 2 demi v
P sphéres —
Hemiselmis ) o i sphéroide e
rufescens Cryptophyta ~ 3-10 isolée 29-110 prolate (D
>
Phaeocystis isolée/formation X
globosa Haptophyta  3-10 de colonie 70-160  sphere e
Hemiselmis rufescens (Hr)
Empire Eukaryota Order Pyrenomonadales
Kingdom Chromista Family Chroomonadaceae
Phylum Cryptophyta Genus Hemiselmis
Class Cryptophyceae REY AN 652 Y ST NS |

Hemiselmis rufescens (Hr, PLY631) est une microalgae unicellulaire mobile biflagellée de forme ovoide
appartenant au phylum des Cryptophyta dont la longueur est comprise entre 4 et 10 micrométres et la largeur
entre 2 et 4 micrometres. La structure de la cellule est caractérisée par la présence d’un sillon contenant une
dépression profonde tapissée de trichocystes (ou éjectosomes). Cette espéce présente deux types d’antennes
pigmentaires. La premiére est composée d’un complexe chlorophylle a/c2 tandis que la seconde est composée de
biliprotéines et se trouve a I’intérieur des thylakoides (Klaveness, 1989; Santore, 1982). Cette espéce est trouvée

de fin janvier a fin septembre en Manche Orientale (Tableaul), ne présentant en milieu naturel qu’une faible
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proportion de la biomasse phytoplanctonique totale au printemps et en été (Breton et al., 2000; Houliez et al.,
2013).

Phaeocystis globosa (Pg)

Empire Eukaryota Order Phaeocystales

Kingdom Chromista Family Phaeocystaceae

Phylum Haptophyta Genus Phaeocystis

Class Prymnesiophyceae 100 ym

Phaeocystis globosa est une microalgue appartenant au phylum des Haptophyta qui présente un cycle de vie
polymorphique. Ce cycle de vie a été beaucoup étudié (et I’est encore aujourd’hui) et est composé de quatre
stades, deux diploides et deux haploides, qui différent par leur taille, leur morphologie mais également de par
leur physiologie (Parke et al., 1971; Peperzak et al., 2000; Peperzak and Gébler-Schwarz, 2012; Rousseau et al.,
2013). Phaeocystis globosa présente des cellules non flagellées diploides, le plus souvent présentes dans des
colonies pouvant aller jusqu’a plusieurs millimeétres. Il existe également un stade diploide flagellé, résultant de la
syngamie de deux flagellés haploides et qui serait a 1’origine de la formation des colonies. Ces différents stades
sont présents dans nos expérimentations et présentent des caractéristiques physiologiques différentes avec, par
exemple, une taille plus petite des cellules flagellées haploides (3-6um) par rapport aux cellules diploides (5-
10um) ou encore une activité photosynthétique moindre des cellules coloniale diploides (Verity et al., 1991).
Une importante efflorescence de cette espéce est observée chaque année en Manche Orientale au printemps
(Gypens et al., 2007; Schapira et al., 2008) (tableau 1).

Skeletonema sp. (Ske)

Empire Eukaryota Order Thalassiosirales
Kingdom Chromista Family Skeletonemataceae
Phylum Ochrophyta Genus Skeletonema

Class Bacillariophyceae
Skeletonema sp. (Ske, PLY627) appartient au phylum des Ocrophyta et au groupe des diatomées impliquant la
présence d’un frustule siliceux. Cette diatomée centrale est caractérisée par des cellules cylindriques réunies en
chaines étroites. Le diamétre de ces cellules est compris entre 6 et 25 um et fait de cette espéce la plus petite
diatomée utilisée dans nos expérimentations. Skeletonema sp. est présente en Manche Orientale, principalement

durant I’efflorescence printaniére de diatomée (tableau 1) (Lefebvre et al., 2011; Schapira et al., 2008).

Thalassiosira rotula (Tr)

Empire Eukaryota Order Thalassiosirales
Kingdom Chromista Family Thalassiosiraceae
Phylum Ochrophyta Genus Thalassiosira

Class Bacillariophyceae
Thalassiosira rotula (Tr, CCAP1085/20) appartient, elle aussi, au phylum des Ocrophyta et au groupe des

diatomées centrales impliquant la présence d’un frustule siliceux. Cette espéce présente des cellules cylindriques
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réunies en chaines pouvant aller jusqu’a 20 cellules. Au sein des chaines les cellules sont reliées par un funicule
muqueux qui donne de la rigidité a ’ensemble (Meunier, 1913; Sar et al., 2011). Les cellules ont une taille allant
de 20 a 40 um, plus grande que Skeletonema sp. mais plus petite que Ditylum brightwellii (décrite ci-dessous).
Cette espece est présente en Manche Orientale principalement en Février-Mars profitant ainsi du stock hivernal

de sels nutritifs.

Ditylum brightwelii (Db)

Empire Eukaryota Order Lithodesmiales
Kingdom Chromista Family Lithodesmiaceae
Phylum Ochrophyta Genus Ditylum

100 pm

Class Bacillariophyceae
Ditylum brightwellii appartient, elle aussi, au phylum des Ocrophyta et au groupe des diatomees centrales. Cette
espece posséde un frustule siliceux et présente des cellules soit isolées soit coloniales via la formation de chaines
lors de fortes croissances. Ditylum brightwellii est caractérisé par la présence de valves triangulaires ou
quadrangulaires et de deux prolongements siliceux. Les cellules ont une taille allant de 70 a 200 um, faisant de
cette espece la plus grande espéce de notre gamme expérimentale. Cette espéce est présente en Manche Orientale

principalement au printemps.

1.5.2 Déroulement du manuscrit

Les objectifs de cette these sont d’étudier, via des expérimentations en laboratoire, 1’effet de
la température, de la concentration en sels nutritifs ou de leurs interactions sur cing espéces de
microalgues présentant divers traits de réponse. Les principaux traits de réponses sélectionnés
sont, la capacité photosynthétique, la production d’hydrates de carbone particulaires et
d’exsudats, la steechiométrie et la formation de biomasse. Ces études portent sur cinq especes
appartenant a 3 phylums différents qui montrent une gamme de taille allant de 3 a 200 um
(tableau 1).

Les résultats de ces expérimentations sont retranscrits dans ce manuscrit qui s’articule en cing
parties. La premiére partie (ci-dessus) consiste en un état de 1’art général, permettant de poser
nos hypothéses de travail et de les placer dans le contexte scientifique actuel. La deuxiéme
présente les résultats d’une étude portant sur les réponses de Ditylum brightwellii,
Thalasssiorira rotula et Phaeocystis globosa, trois microalgues presentant des traits
différents, a un gradient de concentration en phosphore a une température donnée. Le but de
cette premiere étude était de mettre en évidence les effets de la limitation en phosphore sur les
differents traits mesurés. Cette ¢tude cherchait également a montrer la présence ou 1’absence

de patrons de réeponse communs des différentes microalgues, dont deux sont des diatomées, a
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la limitation en phosphore. Cette premiére partie est rédigée sous la forme d’un article
scientifique actuellement en préparation pour une soumission a Journal of Experimental

Marine Biology and Ecology.

Partant des résultats obtenus dans la premiere étude les conditions expérimentales se sont
¢toffées par I’ajout de deux espéces, Skeletonema sp. une petite diatomée et Hemiselmis
rufescens une petite cryptophycée, afin d’augmenter le gradient de taille et la diversité de
groupes fonctionnels. Deux facteurs environnementaux ont également été ajoutés: la
limitation en azote et la température. Ainsi, des expérimentations ont été réalisees afin de
mettre en évidence les effets de la limitation en azote ou en phosphore, a 10°C et 14°C, et les
interactions potentielles de la température et de la limitation en sels nutritifs sur différents
traits de cinq espéces phytoplanctoniques appartenant a des phylums différents et présentant
des traits différents.

La troisiéme partie de ce manuscrit traite de 1’effet de ces facteurs environnementaux sur la
photosynthése et la formation de biomasse. Cette étude visait également & montrer la présence
ou l’absence d’interaction des parameétres environnementaux sur traits. Cette partie est
également écrite sous la forme d’un article scientifique qui sera soumis a Marine Ecology

Progress Series.

La quatrieme partie s’intéresse davantage aux processus en aval de la photosynthése que sont
la production d’hydrates de carbone et de biomasse. Dans cette partie il s’agit également de
voir si les effets des différentes conditions environnementales et de leurs interactions obtenus

sur la photosynthése sont en accord avec ceux obtenus sur la production de matiére carbonée.

Enfin, connaissant les réponses spécifiques aux différentes conditions environnementales, des
communautés basées sur les microalgues étudiées en monoculture a trois, quatre et six
especes ont été mises en place afin d’étudier les relations diversité/productivité dans trois
conditions présentant des rapports N/P différents a une température donnée. De telles
expérimentations n’ayant jamais été réalisées en milieu marin, il s’agissait de mettre en
évidence d’une part, les relations diversité/productivité de ces trois communautés
expérimentales et d’autre part, I’influence de la limitation en sels nutritifs sur ces relations.

Les résultats de cette étude sont retranscrits dans le chapitre cing.
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Enfin, une discussion générale vise (1) a comparer les résultats obtenus dans les différents
chapitres et (2) a proposer des perspectives de travail basées sur nos résultats en prenant
compte les éventuelles limites des différentes études réalisées dans ce travail de thése.
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Abstract

Three phytoplanktonic species were exposed to different dissolved inorganic phosphate (DIP)
concentration to investigate the effects of phosphorus depletion on several response traits. The
prymnesiophyte Phaeocystis globosa (Pg), and the diatoms Thalassiosira rotula (Tr), and
Ditylum brightwellii (Db) were chosen because of their differences in morphological and
phenological traits. A multi traits approach was applied with the study of photosynthesis,
elemental composition, exudates and biomass formation. In general, Db was less sensitive to
DIP limitation than Tr; Pg was intermediate. DIP depletion led to a 22, 7 and 5 fold decrease
in biomass production for Tr, Db and Pg, respectively. Db, Pg and Tr showed increasing
minimum DIP concentration threshold and specific differences in elemental composition.
Moreover, Db photosynthetic capacity did not seem to be affected while Tr showed a
physiological change of photosynthesis by its maximum electron transport rate and maximum
effective quantum yield modification , and Pg a structural change characterized by a decrease
in chlorophyll-a specific absorption coefficient. Finally, dissolved carbohydrate production
and particular carbohydrate contents increased in DIP limited treatments depending on
species. All the studied traits did not evolve in the same way. As an example, there was a
negative relationship between photosynthesis capacity and cellular carbohydrate content,
supporting that a multi-traits approach leads to a better understanding of modifications
induced by DIP limitation. Moreover, two algae from the same classical functional group
(diatoms) react differently to the DIP limitation, emphasizing the importance of size to define
the interaction between microalgae and their environment. These observations are of
importance to face the increasing occurrence of DIP limitations in European continental
shelves, suggesting potential disturbances in phytoplankton abundance and community

composition in coastal ecosystems and their associated carbon fluxes.

Keywords: nutrient, interactive effects, phytoplankton response traits, photosynthesis,
carbohydrates, biomass
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1.1 Introduction

Phytoplankton is an essential primary producer in most aquatic ecosystems and is responsible
for approximately half the atmosphere carbon fixation (Field et al., 1998). Through their
metabolism, these organisms affect ecosystem processes such as biogeochemical cycles, and
are the keystone of a large panel of trophic interactions (Falkowski et al., 1998). Identifying
the underlying mechanisms which define phytoplankton community structure, as well as
spatial and temporal dynamics under contrasting environments, are then of crucial importance
in the understanding of ecosystem processes, such as resource use and productivity
(Cornelissen et al., 2003).

Phytoplankton shows great genetic and species diversity involving a multiplicity of traits
(Litchman and Klausmeier, 2008).Traits are defined as “any morphological, physiological or
phenological features measurable at the species level” (Violle et al., 2007), which largely
define the ecological niches of these organisms (Litchman and Klausmeier, 2008). Studying
the response traits, i.e the variations of traits in response to environmental changes (Lavorel
and Garnier, 2002; Petchey and Gaston, 2006; Violle et al., 2007), is an emerging tool to
address phytoplankton’s community structure and dynamics along environmental gradients
(Barton et al., 2013; Litchman et al., 2007). It is of growing interest to help understand why
similar groups of species may co-exist in various contrasting habitats, while the traditional
taxonomic approach alone is limited (Record et al., 2013). The responses on population level
can therefore be directly linked to the community level (Litchman et al., 2007). Despite its
importance, these response traits have been studied in relatively few cases in marine
ecosystems, especially those concerning micro-organisms such as phytoplankton (Behl et al.,
2011, Duffy and Stachowizc, 2006; Edwards et al., 2013; Hooper et al., 2005).

Nutrients are one of the most important factors regulating phytoplankton growth, species
composition and seasonal succession within communities. In coastal marine temperate
ecosystems nitrogen and phosphorus are the most limiting nutrients for phytoplankton (Billen
and Garnier, 2007; Tilman et al., 1982; Vitousek and Howarth, 1991). Increased nutrient
delivery to the ocean’s coastal areas, largely induced by human activities, is recognized as a
major threat to the structure and function of these ecosystems (Cloern, 2001). Traditionally,
studies have considered nitrogen as the main limiting factor in coastal waters (Rees et al.,

1995; Vitousek and Howarth, 1991). However, as a consequence of the difference in the
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efficiency of abatement policies between nitrogen and phosphorus, the reduction in
phosphorus has been greater than in nitrogen (Artioli et al., 2008). Consequently, this caused
an increase of the N/P ratio in many coastal waters, especially in NW European shelf seas
(Billen and Garnier, 2007), inducing an increase of phosphate limitation events (Hernandez-
Farifias et al., 2013; Lefebvre et al., 2011; Loebl et al., 2009; McQuatters-Gollop et al.,
2007).

Dissolved inorganic phosphate (DIP) concentrations affect phytoplankton at multiple scales
from physiological responses to ecosystem functioning (Allen and Polimene, 2011; Slomp
and Cappellen, 2007). The synthesis of some energetic molecules like ATP, ADP, or AMP, as
well as major biochemical pools (nucleic acids and phospholipids which are a major
component of the cell membrane) need phosphorus (Paytan and McLaughlin, 2007). Several
studies have shown that photosynthetic parameters are influenced by phosphorus availability
resulting in a decrease of photosynthetic activity for a large number of species (Napoléon et
al., 2013; Rychter and Rao, 2005; Spijkerman, 2010; Wykoff et al., 1998). This element also
influences the production of exudates and the carbohydrate content, resulting in an increase of
both parameters when DIP availability is decreased (Alcoverro et al., 2000; Guerrini et al.,
2000; MykKlestad, 1977).

Some phytoplankton response traits have been recurrently used through experimental or
modeling approaches (Cornelissen et al., 2003): biomass kinetics or growth (Cardinale et al.,
2004); nutrient affinity and use (Ptacnik et al., 2008; Raffaelli et al., 2003); photosynthetic
activity or carbon incorporation (Bruno et al., 2005; Doblin et al., 2011); or carbohydrate
production (Vuorio et al., 2005). These traits combined two characteristics: an ecological
interest, and an easy measurement. However, most of the trait based approaches take into
account only one or two traits simultaneously, and they are not necessary positively correlated
(Litchman and Klausmeier, 2008; Wang et al., 2010). Studying several response traits and
their trade-offs depending on nutrient conditions, is important to identify functional responses
of organisms and to understand species ecology (Duffy and Stachowizc, 2006; Litchman et
al., 2007; Petchey and Gaston, 2006; Vuorio et al., 2005). Litchman & Klausmeier (2008)
assumed morphological traits (size, shape and coloniality) as master traits because of their
link with physiological processes such as photosynthesis, growth, or resource acquisition
(Beardall et al., 2009; Finkel et al., 2010b; Talmy et al., 2014; Verdy et al., 2009).
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Given the increasing importance of DIP limitation events in European marine coastal waters,
the aim of this study was to evaluate the influence of DIP limitation on several response traits
of the prymnesiophyte Phaeocystis globosa and the diatoms Thalassiosira rotula and Ditylum
brightwellii, and hence highlighting functional responses of these species. Aside from their
common occurrence in the eastern English Channel, these species were chosen for their
distinct phenological (seasonal peak timing) and morphological characteristics (size, shape,
coloniality), and consequently, their probable distinct ecophysiological response traits. In
order to discriminate specific responses to DIP limitation a multi-trait approach was applied
and includes photosynthesis, elemental composition and exudates, allowing a better
understanding of species responses to DIP limitation. These three species show difference in
size, a master trait for phytoplankton physiology, belong to two “traditional” phytoplankton
groups highly represented in marine phytoplankton community and succeed each other in the
English Channel. Studying the responses to DIP limitation of these species is relevant to
understand their physiological change and the potential repercussion on their succession
pattern and on associated natural ecosystem processes.

1.2 Material and methods

[1.2.1 Species choice

The experiments were carried out using the prymnesiophyte Phaeocystis globosa (Pg), the
centric and potentially chain-forming diatoms, Thalassiosira rotula (Tr) and Ditylum
brightwellii (Db). The three species were isolated by pipetting of coastal water of the eastern
English Channel. These species were chosen for their common occurrence in the eastern
English Channel and their differences from one another in terms of morphology, size, and
timing of maximal abundance. In fact, the cells of Ditylum brightwellii (Db, 70-200 um) are
much larger than those of both Thalassiosira rotula (Tr, 30-40 um) and Phaeocystis globosa
(Pg, 3-10 um). However, Pg may exhibit a large range of sizes as a result of its capacity to
form colonial stage of up to few millimetres. In addition, these three species exhibit distinct
seasonal timing peaks, succeeding each other between late-winter and late-spring in Eastern
English Channel and the southern bight of the North Sea, and as a result they encounter
contrasting nutrient conditions. Tr usually peaks in February, before Pg bloom, when nutrient
concentrations are relatively high, while Db occurs mainly from mid-February to the end of
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March co-occurring with Pg which form a massive bloom from March to May (Tablel)
(Breton et al., 2006; Lefebvre et al., 2011; Rousseau et al., 2002).

Table II-1: main occurrence and growth phase (julian day), size (um), coloniality and geometric shape
(Hillebrand et al., 1999) of Thalassiosira rotula, Phaeocystis globosa and Ditylum brightwellii
observed in Eastern English Channel. Data resumed 13 years of bi-m bi-monthly observations
(50°40’75N; 1°31’17E) from SOMLIT (Service d’Observation en Milieu LITtoral-INSU CNRS) network

) main growth ) o geometric
species size coloniality
occurrence phase shape
‘Thalassiosira o o o
31-86 32-54 20-40 chain forming cylinder
rotula
Phaeocystis . o
70-160 70-92 3-10 spherical/ lobed mucilaginous colony sphere
globosa
Ditylum ) _ prismon
) B 37-100 47-81 70-200 chain forming )
brightwellii triangle

11.2.2 Experimental design

Prior to the start of any experiments, each species was cultivated in 250 mL flasks of /20
medium (Guillard and Ryther, 1962) at 12°C and exposed to 250 pumol photons.m™.s*, and a
12/12 light/dark photoperiod. Cultures in exponential phase were used for inoculation at the
start of the experiments. Non axenic algal cultures were grown separately in filtered (0.2 pm)
autoclaved natural seawater containing f/2 medium (Guillard and Ryther, 1962) without
NaH,PO4,H,O and NaNOs. Tests to check for bacterial contamination in the cultures were
performed according to the method of Porter and Feig (1980). The resulting bacterial
concentration never exceeded 6 10* cells.L™ regardless of the condition, which excludes any
significant effect on nutrient kinetics. In order to test the effects of dissolved inorganic
phosphate concentrations (DIP) on several response traits, each microalga was cultivated
under the following DIP conditions (added as KH,PO,): Low (Pjow); Intermediate (Pmeg); and
High concentration (Phign) (Table 2). In order to avoid nitrogen limitation, 140 pM of KNO3
were appointed to each treatment. Cultures were conducted in a Minitron (INFORS©)
incubation chamber at 12°C, with an average irradiance of 110 pmol photons.m™. s, and an
orbital shaking frequency of 125 rpm and 70 rpm for the diatoms and Phaeocystis globosa
respectively. Cultures were carried out in 2 L polycarbonate flasks, in duplicate for each

condition. From the beginning of the exponential growth phase, 200 mL were removed each
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day (dilution rate of 0.1day™), and replaced by fresh medium. Samples were taken daily, two

hours after the beginning of the light period, in order to exclude the effect of diurnal patterns.

Table 11-2: Dissolved Inorganic Phosphate (DIP) concentration (uM) in the three treatments at the
beginning of the experiments for each species.

SpECiES Plow Pmed I:’high
Ditylum brightwellii  1.04 151  6.12
Thalassiosirarotula 1.06 186 8.86
Phaeocystis globosa 1.01 1.28  7.83

11.2.3 Phytoplankton counts, and algal biomass measurements

A 10 mL aliquot was removed from the culture subsample and fixed with Lugol's solution for
diatoms and glutaraldehyde for Phaeocystis globosa for the determination of cell densities,
and then settled for at least 8 h in a counting chamber according to the Utermohl method
(Utermohl, 1931). Abundance of Thalassiosira rotula, Ditylum brightwellii and Phaeocystis
globosa were determined under inverted microscopy (Nikon Eclipse TE2000-S). Phaeocystis
globosa cells embedded in colonial matrix were counted from biovolume measurements
according to the method of Rousseau et al. (1990). Diatom counts followed the procedure
described in HELCOM proceedings (HELCOM, 1988). The algal biomass was estimated
using a FluoroProbe (bbe-Moldaenke, Kiel, Germany)- a fluorometer which uses the spectral
fluorescence to quantify phytoplankton biomass (expressed in Equg chl a.L™). A sample of
25mL was removed from the culture subsample, placed in the dark for ten minutes and was
then analyzed with the FluoroProbe for one minute. In order to avoid the effect of

sedimentation, the sample was shaken continuously during measurements.
Growth rate ‘p’ (day™) was calculated from fluorescence in vivo following the equation:
w= [In(F) —In(Fe-p)]/A: + D

With: F; the fluorescence (Equg chl a.L ™) on day t, D the dilution rate (0.1 day™), and A, the

time difference (day) between measurement.

Fluorescence in vivo and cell counts showed a linear and highly significant relationship which
varied between species (R?> 0.83, p<0.001). Fluorescence in vivo was then used to

characterize biomass data.
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11.2.4 Nutrient analysis

Nutrients were sampled daily for each treatment before the addition of fresh medium, and
were then frozen (-32°C) until analysis, except for NH," (Koroleff, 1969). Concentrations of
Dissolved Inorganic Nitrogen (DIN, as the sum of NO3;+NOy), Dissolved Inorganic
Phosphate (DIP), and Dissolved Silicate (DSi) were measured on an Alliance Integral Futura
Autoanalyser 11°, following Aminot and Kerouel (Aminot and Kérouel, 2004). No DIN or
DSi limitations were observed (Table 3).

In order to characterize the cell phosphorus quota at time t (Pcen 1) the following equation was

t t
(DIP, — DIP,) + (2 DIP, — Z DIPt> D /
0 0

With: DIP, the media concentration (uM), DIP; the culture concentration in the culture at time

applied:

t
Peows = Cell, — Celly + z Cell,D
0

t (M), t the time (day), Cell the number of cells (cell.L™?), Celly the initial number of cells
(cell.L™), and D the dilution rate (day™).

11.2.5 Elemental analysis

An elemental analyzer (CE instrument Fisons Na 2100) was used to determine the particulate
organic Carbon (POC) and Nitrogen (PON) content of phytoplankton. Three measurements,
in triplicate, were done during the experiment. The first one was done at the beginning of the
exponential growth phase. Then, measurement was done with a two days time step. Samples
were immediately filtered onto precombusted Whatman GF/F glass fiber filters under vacuum
controlled conditions. POC and PON were measured in an elemental analyzer (CE instrument
Fisons Na 2100) using acetanilide as standard, and ultra-pure O, and helium as combustive
and carrier gas, respectively. Four hours prior to analyses, filters were dried and exposed to

HCI vapor in glass desiccators for decarbonation.

11.2.6 Photosynthetic capacity

Photosynthetic capacity of phytoplankton was obtained by measuring sequential steady state
light curves (SSLC) using pulse amplitude modulation (PAM) fluorimetry (Phyto-PAM,
Heinz Walz GmbH®, Effeltrich, Germany). Before the start of the SSLC an aliquot of the

44



culture (3 mL) was incubated in the dark for 15 min. The sample was then dispensed into a 10
mm?® quartz glass cuvette and inserted into the PAM fluorimeter. The maximum quantum
yield of photosystems Il (F./F,) was obtained by applying a saturating flash and then
calculated by dividing the variable fluorescence (F,), which corresponds to the difference
between maximal fluorescence after dark acclimation (Fn,) and the minimum fluorescence in
the dark (Fo), by Fmn. Sequential steady state light curves were generated by applying a
sequence of increasing actinic irradiance in 15 preset discrete increments ranging from 22 to
1384 pmol photons.m™.s™. The duration of irradiance steps was set to 60s in order to reach a
stable signal of fluorescence between two saturating flashes. These curves provided detailed
information on the saturation characteristics of the electron transport chain together with the
overall photosynthetic performance of the microalgae.

The electron transport rate (ETR in pmol e mg chl a*. s) was calculated at each level of
irradiance as the product of effective quantum yield of PSII AF /Fm', the delivered irradiance

E (umol photons.m2.s™), and the specific absorption of chlorophyll-a (2" m2.mg chl a™).
ETR = [(4F)/Fm] E 0.5 a*

AF was determined by applying a saturating flash, and corresponds to the difference between
the maximum fluorescence in actinic light during each irradiance step of the SSLCs (F’,) and
the stable fluorescence before the saturating flash (Fs). The mathematical factor of 0.5
corresponds to the ratio of photosystems Il on total photosystems. The mean chlorophyll-a
specific absorption coefficient (a* m2mg chl a*) was determined following the method of
Mitchell et al. (2003). More specifically, samples of 50 mL from the culture were passed
through 47 mm GF/F filters under low pressure. Filters were placed on quartz plates for
measurements using a clean filter wetted with ultra-filtered seawater as a reference.
Absorption spectra of filtered and de-pigmented particles were recorded between 400 and 800
nm with a 2 nm step using a UV-2450 Shimadzu® dual beam spectrophotometer. De-
pigmentation of filtered particles was conducted following Tassan & Ferrari (1998) with
NaClO and 0.2% of active chlorine. The coefficient a* was then calculated by subtracting the
mean de-pigmented particle absorption spectrum to the mean total filtered particles absorption

spectrum, and then normalized to the chlorophyll a concentration.

ETR vs. light curves were fitted using the model of Webb et al. (1974) to estimate the

maximal light utilization efficiency (a) and the maximum electron transport rate (ETRmax),
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which corresponded to the initial slope and the asymptote of the curve, respectively. Curve
fitting was achieved under Matlab R2008b.

11.2.7 Carbohydrates

From the start of the exponential growth phase, 10 mL samples were collected daily, and put
immediately in an ice bath to stop all biochemical reactions. They were then filtered on a
GF/C Whatman filter to separate the particulate from the dissolved fraction. Samples were
then hydrolyzed in 1M HCI for 24h in order to measure the proportion of total carbohydrates.
Next, the carbohydrate content of each (Particulate and dissolved) fraction was measured with
the 3-methyl-2-benzo thiazoline hydrazone hydrochloride (MBTH) method, following the
protocol described by Parsons et al. (1984).

To quantify the specific daily carbohydrate production the following equation was applied:
Sp = [((Se = Se=1) + (Se—1 = So)D)V]/Cell,

With S, the carbohydrates production (mg Eqglc.cellst.day™), S; and S..; the carbohydrate
concentration at day t and t-1 (mg Eqglc.L™), So the carbohydrate concentration of fresh
media, V the total volume (1), Cell; the cell concentration at day t (cell.L™), and D the dilution
rate (day™).

11.2.8 Statistical analyses

The analyses of this study focused on the response to different initial DIP concentrations of:
algal biomass; nutrient concentration; maximum electron transport rate (ETRmax); maximum
light use efficiency (o); the mean specific absorption of chlorophyll-a (a*); maximum
quantum yield of PSII (F./Fn); dissolved carbohydrate production; particular carbohydrate
content; and stoichiometry. For these, general linear models (GLM) were applied
(Minitab15®) to test whether the variables depended on DIP concentration, the day of
measurement, or their interaction. In addition, a Tukey post-hoc test was applied to qualify the
differences in the variable responses according to time, DIP initial concentration, and
interaction between these two factors. Normality of residuals and homocedasticity were
checked, and when it was necessary, data were Log transformed in order to apply GLM. In

order to summarize all three species’ responses, and to highlight differences in the response
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traits of these species, a Principal Component Analysis (PCA) was processed. This was based
on the GLM results using the periods when the variables showed the highest significant
difference between treatments.

1.3 Results

One duplicate of the Tr Ppneq and Db Py treatments did not show any satisfactory growth

kinetic, and consequently was not included in these results.

11.3.1 Biomass and nutrient dynamics

Dynamics of biomass followed the same classical scheme for all species (Fig.ll-1). After a
first phase of acclimation, with the exceptions of Tr and Db in Pug, all developed
exponentially until they reached maximum biomass depending on conditions highlighting the
effect of dissolved inorganic phosphate (DIP) limitation. Maximum biomass increased with
DIP initial concentration. There were significant interactions between time and treatment for
biomass for all species (GLM, p<0.001). For Tr, the three levels of treatment were
significantly different from each other, at Dg until the end of the experiment (Tukey, p<0.05).
Concerning Pg, Phigh between Dig and Dip, was significantly different from Preq and Piow
(Tukey, p<0.03), the two latter being identical (Tukey, p>0.05). From Dj3 to D14, biomass
differed between treatments (Tukey, p<0.05). For Db, only D;; to Diz showed distinct
responses between treatments, with biomass in Phign significantly higher than the two others
(Tukey, p<0.01). DIP limitation induced a decrease of biomass, whose magnitude depended
on the species, showing at the end of the experiment, a fluorescence 22, 7 and 5 times higher

(on average) in Ppigh than in Pyoy for Tr, Db, and Pg, respectively.

Except for Tr in Phigh, and Db in Piow and Phigh, DIP concentrations decreased throughout the
length of the experiment, in all treatments, for all species. In fact, for Tr, DIP concentration
increased from 2.4 to 3.4 pM from Dg to the end of the experiment. For Db, Piow and Phign
exhibited an increase in DIP concentration between Dg and Djo (from 0.2 to 0.8 uM), and
between Djp and Dj; (from 0.4 to 1.6 puM) (Fig.11-1). As observed for biomass, there were
significant interactions between time and treatment for all species (GLM, p<0.04).
Noticeably, there were no significant differences in DIP concentration between Ppeq and Poy,

regardless of time or species (Tukey, p>0.05). Pnigh differed significantly from the two other

47



treatments at D4 and Dq; for Tr, from Dy to D;, for Pg, and from D; to Dy, and Dj; to D3 for

Db.
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Fig.ll-1 : biomass dynamics of Ditylum brightwellii, Phaeocystis globosa and Thalassiosira rotula from
in vivo fluorescence analysis (left) and changes of Dissolved Inorganic Phosphate (DIP) concentration
(right) (LM) in the three P-treatments (Circles: Py, square: Ppeg and diamond: Py,,,). Bars represent
standard deviation. Note that only data from the first day of dilution are presented and scales of the

figures are different
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Minimum DIN, DIP and DSi values are reported in Table I1-3. No DIN or DSi limitations
were observed during the course of these experiments. Moreover, the minimum value of DIP
concentration differed between species (Table 11-3), and resulted in a phosphates use
efficiency gradient; with Db being the most efficient species, followed by Pg, and Tr.

Table 11-3: minimum Dissolved Inorganic Phosphate (DIP), Dissolved Inorganic Nitrogen (DIN) and
Dissolved Silicates (DSi) concentrations (uM) recorded over the course of the experiments for
Thalassiosira rotula, Phaeocystis globosa and Ditylum brightwelli under Phgn, Pmeq and Pigy
treatments.

treatment Thalassiosira rotula Phaeocystis globosa  Ditylum brightwelli

DIP 1.28+0.30 1.47+0.13 0.25+0.01

Phigh DIN 8.23+3.14 42.21+16.37 16.08+6.53
DSi 50.23+8.32 1002+1.23 60.51+6.54
DIP 0.91+nd 0.79+0.19 0.23+0.01

Prmed DIN 15.13+nd 101.81+9.20 120.56+7.90
DSi 90.23+nd 998+5.32 100.25+2.31
DIP 0.83+0.05 0.56+0.04 0.20£nd

Piow DIN 15.13+0.01 114.25+4.03 115.27+nd
DSi 110.23+7.23 1005+4.43 131.02+nd

11.3.2 Photosynthetic capacity

The maximum electron transport rate (ETRmax) displayed differences between conditions and
species (Fig.l1-2). Pg exhibited the highest values (max value=3.24 pmol €. mg chl a™. s%),
Db the lowest (max value=1.4), and Tr intermediate ones (max value=2.2). Regarding Pg,
there was a significant positive effect of DIP concentration on ETRmax (GLM, p<0.001), while
Db showed no significant differences (GLM, p=0.352). There was a marginally significant
interaction between time and treatment for Tr (GLM, p=0.061). At Dg ETRnya Values
decreased with DIP concentration (Tukey, p<0.02), while no significant effect of DIP
concentration on ETRmax could be highlighted at D11 (Tukey, p>0.7). In addition, the ETRmax
value was 1.8 times higher in Ppign than in Pjo, for Pg; 1.3 times higher in Phigh than in Pjo, for

Db on Ds3; and 2.7 times higher in Pyigy than in Pjoy at Dg concerning Tr.

The maximum light use efficiency (a) also evolved depending on time and DIP concentration
(Fig.11-2) for Pg with the value in Ppigh higher than in the two other treatments (GLM,
p=0.007). Although no significant difference was found in response to DIP concentration for

Db (GLM, p=0.5), there was a time effect (GLM, p=0.02). There were significant interactions
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between time and treatment for Tr (GLM, p=0.03). Pyign differed significantly from the two
others treatments at Dg and Dj; (Tukey, p<0.05), and Ppeq differed from Py, only at Dg
(Tukey, p<0.05). As observed for ETRpya, maximum values of alpha differed between
species: Pg exhibited the highest values (amax=0.022); Db the intermediate (0max=0.013); and
Tr the lowest ones (0max=0.010).

Calculation of ETRyax and o depended on the chlorophyll-a specific absorption coefficient
(a*, see the value in Table 11-4), which varied differently in relation to DIP concentration and
time, depending on species (Table 1I-4). a* did not vary according to DIP concentration for
Db and Tr (GLM, p>0.42) contrary to a* for Pg. Concerning Pg, a* varied depending on
treatment and time (GLM, p=0.03), there was a positive relationship between DIP
concentration and specific absorption of chlorophyll a. Pg exhibited on average the highest a*
values (18.2 10 m2.mg chl a™ (+3.9)) compared to 10.2 10° m2mg chl a* for Db (+ 1.85)
and 13 10° mz.mg chl a™ (+ 1.97) for Tr, respectively. There was no clear influence of DIP
concentration and time on the maximum quantum vyield (F./Fy,) for Db and Pg (GLM, p>0.2).
Conversely, there were significant interactions between time and treatment on F./Fn, for Tr
(GLM, p<0.01). Phign differed from Pyqoy daily, and from Pmeq at D1y (Tukey, p<0.04), while
Pmed and Py Were identical (Tukey, p>0.13).

Table II-4: mean (tsd) of chlorophyll-a specific absorption coefficient (a* x10®° m%mg chl a*) and
maximum effective quantum yield of PSIlI (F,/F,) treatments of Thalassiosira rotula, Phaeocystis
globosa and Ditylum brightwellii under Pyigh, Pmes and Pjo,, treatments depending on time (day) and
Dissolved Inorganic Phosphate (DIP) limitations.

Ditylum brightwellii Phigh Prmed Piow
day
a 8 8.50 +1.80 10.5 +0.80 9.20 nd
13 13.4 030 10.7 z0.80 8.60 nd
Fu/Fm 8 0.66 +0.06 0.68 +0.01 0.67 nd
13 0.67 +0.02 0.65 +0.04 0.65 nd
Phaeocystis globosa
Q" 8 27.7 430 19.4 +0.23 15.1 +3.40
10 16.3 z4.80 10.2 +0.95 6.20 +3.50
13 24.5 £330 22.3 +1.30 21.7 +5.80
E/JE 8 0.65 +0.04 0.61 002 0.58 0.0
vV m
10 0.66 0.03 0.63 0.04 0.68 x0.02
13 0.66 0.01 0.64 +0.03 0.61 x0.02
Thalassiosira rotula
a 8 12.6 +0.90 16.5 nd 11.1 +7.60
11 11.2 0.9 13.4 nd 13.0 +3.70
Fu/Fm 8 0.67 0.01 0.66 nd 0.61 +0.002
11 0.67 +0.02 0.51 nd 0.48 +0.002
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Fig. II-2: maximum electron transport rate (ETR..)(left) and maximum light use efficiency (right)
values in Py, (black), Preq (grey) and Pyign (dark grey) in Thalassiosira rotula, Phaeocystis globosa and
Ditylum brightwellii. Error bars denote standard deviation. Note that scales of the figures are

different.

11.3.3 Carbohydrates production and content

There was a significant treatment effect on the production of dissolved carbohydrates for Tr

(GLM, p=0.05) (Fig.11-3). In fact, exudates production was significantly higher in Ppign than in
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Piows While Preq and Py showed no significant differences. By contrast, there was no
treatment effect on dissolved carbohydrate production concerning Pg and Db (GLM, p=0.3),
but there was a time effect for Pg, with a production which tended to decrease depending on
time in all treatments (GLM, p=0.001). At the end of the experiment, cells produced 7, 2 and
4 times less dissolved carbohydrates in Phigh than in Py for Tr, Pg, and Db, respectively
(Fig.11-3).

DIP concentrations also had a notable effect on the carbohydrate content with significant
interactions between time and treatment for these species (Fig.l1-3) (GLM, p<0.006). For the
three species, Phigh concentrations were significantly lower than P, on the last day of the
experiment (Tukey, p<0.05). The carbohydrate content of Tr, Pg, and Db, was approximately
7, 8 and 16 times higher than in Puign, respectively. Tr exhibited the maximum values both in
term of particular carbohydrate content and extracellular production, while Pg and Db showed

values in the same order of magnitude.

11.3.1 Stoichiometry
Concerning elemental ratios different patterns were observed for each species (Table 11-5).

DIP concentration had no effect on N/cell, P/cell and C/cell for Pg due to large standard
deviations for these parameters. Nevertheless, time had a significant effect on these ratios
(GLM, p<0.05), which all decreased over time. By contrast, DIP limitation induced
modifications of elemental ratios for diatoms. There were significant interactions between
time and treatment on P/cell ratio for Tr (GLM, p<0.05), with a reduction when DIP
concentration decreased at D; (Tukey, p<0.05). Differences between treatments then
decreased to become insignificant. For N/Cell ratios, there was a treatment effect with an
increase of this ratio in P, and Preq. There were also significant interactions between time
and treatment on C/cell ratio in Tr (GLM, p=0.037), with C/cell ratios significantly higher in
Pmed than in Pioy and Phigh (Tukey, p=0.005), which were identical at the end of the experiment
(Tukey, p=0.060). Db also exhibited changes in elemental ratio in response to treatment
effect. In fact, there was significant time and treatment effect on P/cell ratios, which declined
with DIP concentration and over time (GLM, p=0.004). There was also a significant time

effect on C/cell ratio with a strong reduction over time (GLM, p=0.011).
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Fig. 1I-3: daily production of exudates by Thalassiosira rotula, Phaeocystis globosa and Ditylum
brightwelllii (pg Eqglc.cell*.day™) (right) and their carbohydrate content (pg Eqglc.cell’’) (left) under
Different Inorganic Phosphate (DIP) concentrations (Pjow: black, Ppeq: grey, Phigh: dark grey).

Finally, the three species showed different phosphorus and nitrogen specific content values,
where specific phosphorus content in Tr was on average 4 and 16 times higher than in Db and
Pg, respectively. As for phosphorus content nitrogen storage in Tr was 78 times and 28 times

higher (on average) than in Pg and Db, respectively.
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Table II-5: total N/cell (x10°® umol N. cell™), inorganic P/cell (x10” umol P. cell™) and organic C/cell
(x10™ umol C. cell™) ratios for Tr, Pg and Db according to time and P-treatments

Tr day I:)high Pmed |:>Iow
5 3843 :+ 865 50.57 nd 41.64 + 468
N/cell
11 1935 + o061 55.54 nd 38.07 + soa1
b 13437 : a1es 1226 nd 784 '+ o045
P/cell
11 1456 =+ 470 13.19 nd 720 + o010
5 2194 + a23 3480 d 31.29 + 253
Clcell
11 1881 =+ 326 73.38 nd 2715 + 826
Pg
7 1540 + 342 6.73 + 301 13.44 + 604
N/cell
14 046 =+ o016 054 + o016 0.23 + o01
7 1003 : 566 13.08 : 1618  12.37 =+ 1618
P/cell
14 060 =+ o015 0.88 =+ o078 0.13 =+ oo01
7 437 :+ o713 832 :+ 211 1157 + 328
Clcell
14 0.26 + 009 0.46 =+ o009 0.26 + o002
Db
6 32.08 : 369 24,62 + 1134 25.83 nd
N/cell
11 1206 =+ 133 507 + 202 1.91 nd
6 47.00 : ss0 13.68 + 689 903 | nd
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11.3.2 Principal Component Analysis

In an attempt to discriminate species based on their physiological traits and to summarize the
main significant physiological responses of each species to DIP concentration, PCA analysis
was performed using data showing the most significant responses in each experiment (Table
[1-6). The two first axes of the PCA explained 67.75% of the variability. Therefore, the
analysis of the PCA could be based on the two first axes only. The first axis (45.88%) was
characterized by: the photosynthesis parameters, carbohydrate content and exudate

production. PCA showed that photosynthesis parameters were negatively related to
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carbohydrate content and exudate production. The second axis (21.86%) was mainly built by
the P/cell content emphasizing, on one hand, the limited availability of DIP, and on other
hand, that each species was influenced by DIP limitation (Fig.ll-4a). A factorial plan was
generated based on the PCA analysis, confirming different response patterns, depending on
species to DIP concentration (Fig.l1-4b). Tr was strongly influenced by P/cell, with a gradient
of P/cell depending on treatments. Moreover, the position of Tr points highlighted an increase
of exudate production associated to a decrease of photosynthesis parameters with DIP
concentration. Pg responded in the same way, but to a lesser extent than Tr. Finally, Db was
located near the centre of the factorial plan, inducing less significant responses to DIP

limitation compared to Tr and Pg.

1.4 Discussion

These results show that DIP limitation altered the physiological responses of phytoplankton,
and that the intensity of these responses differed between all three species. Disturbances
induced by DIP limitation were linked, and resulted from cascade physiological effects from

photosynthesis to growth.

11.4.1 Nutrient, biomass and stoichiometry

Our results highlight the fact that phosphate uptake and assimilation by phytoplankton
stopped when DIP reached minimum concentration thresholds. Moreover, these thresholds
differed between species as a result of their species-specific affinity for DIP. This could be
explained in a metabolic way. The uptake of phosphate is an energy dependant process. DIP
uptake by phytoplankton leads to a decrease of DIP concentration in the medium up to a
threshold value at which (cost is greater than gain) energy is insufficient to drive phosphate
uptake (in an active way) (Aubriot et al., 2011). Interestingly, a comparison between species
of the minimum DIP concentration reached during the experiments suggests that Db was less
sensitive to DIP limitation than Pg and Tr. These observations could be linked to species
allometry, which influences the dynamic of phosphorus uptake by phytoplankton (Finkel et
al., 2010Db). In fact, Pg showed an uptake/excretion phenomenon from day 4 to day 10 in Phign,
which was probably due to the dynamic alternation between colonial and free living cells
form. Veldhuis & Admiraal (1987) demonstrated that Phaeocystis may form colonies under

DIP limitation, which allows it to concentrate nutrients at a small spatial scale.
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Fig. II-4 : principal component analysis (PCA) loading plot of main responses of phytoplankton to
different Inorganic Phosphate (DIP) limitation (a). Factorial plan issued from the previous PCA

plotting the Db, Pg and Tr individuals for each treatment (b).

In this study, a decrease of biomass production in case of DIP limitation was observed for
each species. This decrease could be linked, first, to the strong effect upstream on several
ecophysiological response traits (i.e photosynthesis and growth), and second, to the inability
to produce phospholipids and consequently new cells due to DIP limitation. As already shown
by Wang et al. (2011), the effect of DIP limitation on biomass production is species specific.
These authors have highlighted that the diatom Skeletonema marinoi is less efficient than

other taxa (e.g flagellate) in the utilization of different form of phosphorus as a result of

different enzymatic composition.
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Phosphate limitation influenced cell stoichiometry, especially for the two diatom species. In
fact, Db showed mainly a decrease of phosphate content as a result of a decrease of DIP
concentration. Nevertheless, Db did not show strong physiological responses to phosphate
limitation, implying that phosphate content could be even lower under more severe depleted
conditions. Tr stoichiometry was more affected with a strong decrease of phosphate content in
limited treatments, as well as an increase of nitrogen and carbon content as shown by Jahnke
et al. (1986). The increase of carbon content could be explained by a decrease of cell
metabolism and division (Wang et al.,, 2010) associated to the maintenance of carbon
production through photosynthesis. As for carbon, nitrogen content in Tr increased under DIP
limitation, probably as the result of a metabolism reduction in Tr in response to DIP
limitation. By contrast to the two diatom species, Pg did not show any significant difference
in cell stoichiometry. This could have resulted from the great standard deviations of these
parameters, which themselves could be a consequence of the dynamic alternation between
free living and colonial forms. Besides, Phaeocystis genus has been shown to be able to grow
on organic phosphorus through phosphatasic activity (Veldhuis and Admiraal, 1987).

11.4.2 Photosynthesis

Several studies involving phytoplanktonic species, other than those we cultivated in these
experiments, have shown that photosynthetic parameters are influenced by phosphorus
availability in different ways depending on species (Napoléon et al., 2013; Rychter and Rao,
2005; Spijkerman, 2010; Wykoff et al., 1998). Our results have highlighted that
photosynthetic specifications of Tr and Pg differed depending on DIP concentration, while Db
seemed unaffected. In fact, Tr showed a decrease of ETRmax (0nly at Dg), maximum light use
efficiency (a), and F./Fn, as DIP concentration decreased. These results suggest that a
decrease of functional PSII reaction centres, which could have been damaged due to
phosphorus limitation, can decrease the capacity of electron transport of algae (Geider et al.,
1993; Lippemeier et al., 2001; Wykoff et al., 1998). Moreover, Wykoff et al. (1998)
highlighted that under nutrient depleted conditions, fewer of the functional reaction centres
can rapidly reduce the PQ pool with the formation of PSII Qp-non reducing centres, which
leads to a decrease of electron transfer between quinones, and therefore involves a loss of
photosynthesis efficiency (Wykoff et al., 1998). Finally, chlorophyll-a specific absorption
coefficient of Tr was not affected by DIP limitation. Pg also showed a decrease of ETR .« and
a while FJ/F, was not affected. Contrary to Tr, the chlorophyll-a specific absorption
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coefficient (a°) in Pg decreased when DIP concentration decreased. ETRma and o were
directly linked to a”, consequently the concomitant decline of these two parameters have been
reinforced by the decrease of a". In contrast to Tr, Pg was subjected to a structural change of
its photosynthesis apparatus under DIP limitation. This perturbation was probably due to
some modifications of pigment composition or organisation, also called ‘package effect’, due
to DIP limitation, as previously observed by Geider et al. (1998a), and Napoléon et al. (2013).
Some authors have shown that a_ of phytoplankton, mostly diatoms, increases under nutrient
depleted conditions in order to counteract the decrease of other photosynthetic parameters
(Geider et al., 1998a; Geider et al., 1993; Napoléon et al., 2013). In our study however, DIP
limitation had no significant effect on a” in diatoms. In contrast, a~ in Pg decreased, which
suggests species-specific responses to DIP limitation. To summarize, Tr exhibited a
physiological change in photosynthesis, Pg exhibited a structural change in the photosynthesis
apparatus, while neither effect of DIP limitation was observed for Db. Photosynthesis
processes are the precursors of carbohydrates formation, but also of biomass formation. The
decrease of biomass, with DIP concentration decreased, observed in our study resulted, at
least in part for Tr and Pg, of the decrease of photosynthetic capacity. Interestingy, Db sowed
a decrease of biomass formation in case of limitation without significant effects on
photosynthesis. This decrease of biomass for Db resulted from an other mechanism as, the
inability to produce phospholipids (Suzumura, 2005). In all, these results have highlighted the

relevance of photosynthetic parameters for representing a specific functional response.

11.4.3 Carbohydrates

DIP limitation leads to higher production of exudates and carbohydrate content in accordance
with previous works (Alcoverro, 2000; Guerrini et al., 2000; Lai et al., 2011; Magaletti et al.,
2004). However these phenomena may be result of different mechanisms.

Claquin et al. (2008) highlighted a positive relationship between electron transport rate and
exudate production in nutrient repleted experiments. Contrary to this, we observed a negative
relationship between photosynthesis and exudate production due to DIP limitation for Tr.
Indeed, despite the decrease of photosynthetic efficiency, photosynthetic processes persisted,
resulting in an increase of carbohydrate release through photosynthesis. Initially, these
carbohydrates are stored, but, as they cannot be associated with phosphorus or used probably

due to a lack of ATP, they are excreted, thus achieving an overflow process (Staats et al.,
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2000). In addition, some authors have highlighted that carbohydrate exudates can function as
a polyelectrolyte binding nutrients and therefore could play an important role in nutrient
absorption when they are limited, especially under DIP limitation (Admiraal and Werner,
1983; Decho, 1990; Staats et al., 2000). Fukao et al. (2010), and Underwood et al. (2004),
highlighted that exudate production can vary between growth phase and stationary phase,
depending on species. Here, a time effect was observed in exudate production with a
production significantly higher during growth phase for each species. Associated to a growth
effect, these modifications of exudate production could also have resulted from a
biogeochemical change of exudates, as shown by Underwood et al. (2004). Finally, the
considerably higher levels of extracellular material observed here could have been due, at
least in part, to a phenomenon of cell lysis (Myklestad, 2000).

The lower growth rate, but the higher carbohydrates content, of cells in Pmeq and Piow
treatments for the three species confirmed that cells presenting high growth rate (exponential
phase) usually contain significantly less carbohydrates than cells growing slowly (Wang et
al., 2010). Some authors have shown experimentally that nitrogen or phosphorus limitation
usually results in the accumulation of cellular carbohydrate for storage (Beardall et al., 2001;
Lai et al., 2011). Moreover, limitation by phosphate can lead to a decrease in catabolism and
utilization of store compounds, which results in an increase of this content (Guerrini et al.,
2000).

Investigations about dissolved carbohydrate production and carbohydrate content of marine
diatoms have highlighted some differences in excretion depending on species, both in terms
of quantity and nature (Fukao et al., 2010; Granum et al., 2002; Underwood et al., 2004). Our
results suggest that Tr produced more dissolved carbohydrates, and contained more
carbohydrates per cell than Pg and Db. This implies that the three species showed different
sensitivity to DIP limitation. These differences are of importance since they could have some
repercussions on associated trophic webs. In fact, a decrease of cell production associated to
an increase of dissolved carbohydrate production may promote the microbial loop (Fajon et

al., 1999; Guerrini et al., 2000) instead of higher trophic level.

11.4.4 Interest of multi-traits studies

DIP limitation interacted differently on different response traits depending on species (Table
[1-7). Tr illustrated strong modifications of biomass, carbohydrate production, and
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stoichiometry, associated to a physiological change of photosynthesis, depending on DIP
limitation. Whereas, the same limitation induced a structural change of photosynthetic
apparatus associated to a weakest perturbation of carbohydrates and biomass production for
Pg. Concerning Db, photosynthesis processes were not affected by DIP limitation, while
carbohydrate production depended on DIP concentration, but to a lesser extent, indicating a
lower sensitivity. All the studied traits did not evolve in the same way as Wang et al. (2010)
showed. Indeed, our results highlight a negative relationship between photosynthesis and
cellular carbohydrate content, which leads to an increase of carbohydrate content despite a
decrease of photosynthetic activity. The multi-factorial approach leads to a more accurate
view, and a better understanding of phytoplankton responses due to DIP limitation as
suggested Duffy & Stachowizc (2006). This indicates that focusing on only one trait can lead
to misinterpretation about the real consequences of DIP limitation on phytoplankton
processes, and the potential repercussions on community. Moreover, this approach gives us a
better understanding of physiological processes and their interactions, and allows us to
highlight relevant functional responses. In fact Tr, Db, and Pg, showed different sensitivity to
DIP limitation, with strong disturbances at multiple scales for Tr, while Db seemed to have

been less affected, Pg showing an intermediate pattern (Table 11-6) (Fig.11-4b).

Some authors already showed that some physiological processes were size dependent
(Beardall et al., 2009; Finkel et al., 2010b; Verdy et al., 2009). In this study, all three species
showed some differences in their metabolic rates and storage capacity not necessarily
correlated with their size. Pg showed the highest values of ETRyax and a, suggesting no
relationship of these parameters with cell size. However, this kind of relationship needs to be
confirmed by cell volume measurement. Finally, F./Fn, did not vary between species as Finkel
et al. (2001) already showed. In terms of carbohydrate content and exudates, Tr showed the
greatest values, while Db and Pg showed the weakest, thus highlighting no relationship
between exudate production, carbohydrate content and cell size. Urbany et al. (2005), showed
that Thalassiosira pseudonana contains and exudates more carbohydrates than other smaller
and bigger microalgal species as observed here. The three species here differed also in their
nutrient storage capacity. Tr and Db were in the same range, while Pg showed the weakest
value. Despite its high storage capacity, Tr was the most impacted by DIP limitation.
Although some authors have shown a positive size dependence of the storage capacity (Finkel

et al., 2010a; Verdy et al., 2009), this relationship was not observed in this study.
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There is an increasing interest in using functional diversity in community ecology studies
(Cardinale et al., 2011; Litchman et al., 2007; Litchman et al., 2010). However, a large
number of these (experimental, as well as modelling), resume functional diversity to classical
functional groups commonly used, such as diatoms, coccolithophorids, cyanobacteria, or
others (Anderson, 2005; Behl et al., 2011; Iglesias-Rodriguez et al., 2002). Here, although Tr
and Db belong to the same “classical” functional group, i.e. diatoms, they exhibited strong
physiological differences in response to DIP limitation resulting in the potential
differentiation of these diatoms into two different functional groups, while Pg formed a third

one.

Given the increasing occurrence of DIP limitation in European continental shelves, our results
suggest potential modifications in the abundance and composition of phytoplankton
community associated to potential effects on carbon fluxes in coastal ecosystems. Indeed, Tr
is usually present in eastern English Channel when winter nutrient stock is high. The Tr/Db
transition occurs with the decrease of phosphorus associated to a decrease of nitrates and
silicates involving, in light of our results, potential changes in the magnitude and/or amplitude
of these diatom blooms due to DIP limitation. Furthermore, Pg seems to be relatively
unaffected by DIP limitation (Gypens et al., 2007) also resulting in a potential modification of
bloom timing and duration. These modifications, at low trophic levels, could have some

repercussions on the associated ecosystems, e.g. through trophic webs.
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Table 1I-6 : Day chosen for each response trait included into the PCA. ETR,,.x and a are supplementary
variables due to their link with chlorophyll-a specific absorption coefficient..

Variable day
Db Pg Tr
Biomass 13 14 11
minimal DIP
) 8 14 7
concentration
Yield (Fv/Fm) 13 13 11
a* 13 10 11
ETRmax 13 13 8
a (alpha) 13 13 11
exudates 11 14 11
carbohydrates content 11 14 11
Cl/Cell 11 14 11
P/cell 11 14 11

Table 1I-7: Synopsis effects of dissolved inorganic phosphate limitation on biomass, photosynthesis
and carbohydrates exudates and content for Thalasssosira rotula (Tr), Phaeocystis globosa (Pg) and
Ditylum brightwellii (Db). 0: no effect, *: significant effect, **: highly significant effect.

Db Pg Tr

Biomass * * **
ETRmax 0 * *

Yield 0 0 *

a 0 * 0
Exudate production 0 0 *
* * >k

Carbohydrate content
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Abstract

The influence of nitrogen or phosphorus limitations at two temperatures on functional
response traits related to photosynthesis, i.e. electron transport rate, cellular chlorophyll a and
carbon content, and biomass of five phytoplankton species were investigated through
laboratory experiments. The small sized species Phaeocystis globosa (Pg), Hemiselmis
rufescens (Hr), Skeletonema sp (Ske), the midsized Thalassiosira rotula (Tr) and the larger
species Ditylum brightwellii (Db) were chosen belonging to 3 phyla ranging from 40 to 6000
um?® in cell volume. Our experiments highlight first, a size dependence of the responses to
nutrient limitation, with an increasing intensity of response with decreasing size. Secondly,
our results showed the presence of interactive effects of nutrient with temperature mainly on
small sized species. Taken together, these two main results highlight that size is more
important than taxonomic affiliation to explain the pattern of responses of photosynthetic
capacity in our experimental conditions. Indeed, the larger species (Db), displayed few
responses to nutrient limitation. On the contrary the midsized species (Tr), showed a decrease
of relative maximum electron transport rate (rETRmax) and a higher decrease (1.8-fold) of
the maximum relative light use efficiency in P limited treatment compared to the Control.
Moreover, biomass as proxied by cell volume were 3 to 5.6 fold lower in nutrient limited
treatments compared to the Control for this species. Finally the small size group showed two
patterns of nutrient temperature interactions. Pg showed increasing effect of nutrient
limitation as temperature decreased on photosynthesis response traits since 10°C is a
suboptimal temperature for this species. Contrariwise, Ske and Hr displayed an increasing
effect of nitrogen limitation on biomass and photosynthetic response traits as temperature
increased, suggesting a strong link between temperature and nitrogen dependent processes for
Ske and Hr in our temperature range. This size dependence and the presence of interactive
effects are of importance, taking into account the observed and expected modifications of

coastal marine natural habitat because of climate change and human pressure.

Keywords: phytoplankton, size scaling, Nitrogen, Phosphorus, temperature, photosynthesis,

trait-based approach

66



1.1 Introduction

Phytoplankton contribute almost half of earth global primary production (Field et al., 1998).
These organisms affect ecosystem processes through their metabolism, e.g. biogeochemical
cycles, and are keystone of a large panel of trophic interactions (Falkowski et al., 1998).
Nutrient concentrations and temperature are considered as essential factors regulating
phytoplankton growth and physiology, species composition and seasonal succession within

communities.

Dissolved inorganic nitrogen (DIN) and phosphorus (DIP) are considered as main limiting
nutrients for phytoplankton in coastal temperate marine ecosystems (Billen and Garnier,
2007; Tilman et al., 1982; Vitousek and Howarth, 1991). Numerous studies highlighted the
pivotal role of DIN and DIP on photosynthetic activity (Da Silva et al., 2009; Geider et al.,
1998b; Liu et al., 2013; Napoléon et al., 2013; Turpin, 1991; Wykoff et al., 1998) of a large
number of phytoplankton taxa and phyla. DIN and DIP affect photosynthesis in different
ways. DIN limitation leads to a decrease of the synthesis of nitrogenous pigments (e.g.
chlorophyll a) and of enzymatic activity and synthesis (Da Silva et al., 2009; Liu et al., 2013;
Young and Beardall, 2003) while DIP limitation affects rather the cellular energy transduction
(Liu et al., 2013; Wykoff et al., 1998) through, for example, the decrease of ATP synthesis
(Gauthier and Turpin, 1997).

As described by Gillooly et al. (2001) and later by Brown et al. (2004) in the context of the
metabolic theory of ecology, temperature plays a central role in the regulation of metabolic
processes at cellular level and, a fortiori, temperature influences ecological processes at all
level of organization. Numerous studies highlighted that temperature increase usually leads to
increasing enzymatic activity, photosynthetic processes, nutrient acquisition and growth rate
(Bissinger et al., 2008; Claquin et al., 2008; Davison, 1991; Gao et al., 2000; Raven and
Geider, 1988; Regaudie-de-Gioux and Duarte, 2012; Toseland et al., 2013) until an optimum
value of temperature which is specific and processes dependent (Claquin et al., 2008;

Litchman and Klausmeier, 2008).

Phytoplankton photosynthesis, nutrient uptake and use, or whether growth, are both
temperature and nutrient dependent. Numerous studies focused on the responses of these
processes to nutrient limitation at a given temperature or the reverse at different temperatures

in nutrient replete conditions (e.g. Claquin et al., 2008; Davison, 1991; Regaudie-de-Gioux
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and Duarte, 2012). However, there are very few experimental studies (Peter and Sommer,
2013; Rhee and Gotham, 1981; Shatwell et al., 2013) which focused on the interactive effects
of nutrient limitation and temperature on these processes. In their study, Rhee and Gotham
(1981) showed an interactive effect of temperature and nutrient on growth with a reinforced
effect of nutrient limitation at sub-optimal temperature. Peter and Sommer (2013)
demonstrated experymentally a decrease of mean cell size of natural communities as
temperature increased with an interactive effect of nutrient limitation, nutrient limitation
effect being larger when temperature increased. Contrary to this, there was no clear effect of
the interaction between silicon concentration and temperature in the experiments conducted
by Shatwell et al. (2013) but different responses depending on species whether considering
silicon or temperature effect alone . These experiments highlighted interactive effects of
temperature and nutrient concentration on phytoplankton growth, cell size or biomass

production but none of them worked on upstream processes as photosynthesis.

Phytoplankton consist of a diverse polyphyletic group of microscopic photosynthetic protists,
involving a high diversity of functional traits (Litchman and Klausmeier, 2008). Traits are
defined as “any morphological, physiological or phenological features measurable at the
species level” (Violle et al., 2007). Cell size is considered as a master trait, playing a key role
on nutrient acquisition and use, metabolism and growth, (Finkel et al., 2010a; Hillebrand et
al., 1999; Hillebrand et al., 2013; Litchman and Klausmeier, 2008; Marafion et al., 2013;
Raven, 1998). This master trait showed a large number of links with nutrients. As example,
small cells are considered to be more efficient in nutrient acquisition in case of scarcity due to
smaller diffusion boundary layer and higher surface to volume ratio (Ploug et al., 1999;
Raven, 1998). They also tend to have higher maximal growth rate (Marafion et al., 2013)
representing an advantage in nutrient limited condition (Kriest and Oschlies, 2007). On the
other side, larger cells usually showed a higher storage capacity and a nutrient uptake rate
equivalent to that of smaller cells (on a volume basis) (Marafion et al.,, 2013) and
consequently, are more competitive in nutrient unbalanced or replete conditions. Cell size
and growth rate are strongly linked with, globally, a decrease of growth rate as size increases.
Hillebrand et al. (2013) showed a decreasing N:P flexibility with increasing growth rate, even
if they were not able to show any significant link between cell size and N:P flexibility.
Temperature and cell size are also linked. A study on the relationship between size and
temperature by Atkinson et al. (2003) assumed a 2.5% decrease of cell volume for each 1°C

increase.
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The knowledge of the state and the efficiency of photosynthetic apparatus is highly important
because of their implications in microalgae functioning, production and growth. The
measurement of photosynthesis (P) versus irradiance (E) is commonly used to investigate the
responses of photosynthesis to nutrient limitation or temperature variation (e.g. Blache et al.,
2011; Claquin et al., 2008; Napoléon et al., 2013; Palmer et al., 2013), using several
techniques. Here we used the PAM method (Pulse Amplitude Modulation) based on the active
fluorescence of cells to produce the P/E curves. From P/E curves, the relative maximum
electron transport rate (rETRmax), the relative maximal light utilization efficiency (o) and the
light saturation parameter (Ex) can be deduced. The two first parameters give us some
information about the electron fluxes which occur on PSII. To complete our understanding of
the influence of environmental factors on photosynthesis the variations of pigment
composition and packaging is also largely studied, through the chlorophyll a specific
absorption coefficient. The rETRmax and o are currently normalized to a* to take into account
the difference of pigment composition between species (Maclintyre et al., 2002). However
rETRmax and o are representative of electron fluxes while a* could be considered as a
structural factor representing the photosystem structure. In order to disentangle, the effects of
temperature and nutrient limitation on photosystem processes and structure the parameters

deduced from the P/E curves and a* were studied separately in this study. .

As described above, there is limited literature available on the influence of the interactive
effect of temperature and nutrient limitation (e.g.Peter and Sommer, 2013; Rhee and Gotham,
1981; Shatwell et al., 2013). This seems surprising considering the importance of these two
factors for phytoplankton growth and physiology and, broadly, for ecosystem functioning in
the context of global change. Moreover, few of the laboratory experiments which focused on
the effects of several environmental factors mainly focused on growth, stoichiometry or
biomass, involving a lack of knowledge on the upstream processes such as photosynthesis.
While nitrogen was considered as the main limiting nutrient in coastal waters (Rees et al.,
1995; Vitousek and Howarth, 1991), there is a growing awareness that phosphorus may be
increasingly limiting, such as, but not limited to, in NW European shelf seas (Billen and
Garnier, 2007; Hernandez-Farifas et al., 2013; Lefebvre et al., 2011; Loebl et al., 2009;
McQuatters-Gollop et al., 2007). On the other side, taking into account the context of climate
change and the increased sea surface temperature predicted by the Intergovernmental Panel on
Climate Change (IPCC, 2007), it is obvious that many aspects of biological, physical or
chemical characteristics of marine systems could be altered. It is expected that phytoplankton
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communities will experience an estimated 1°C to 4°C temperature increase due to climate
change (IPCC, 2007) associated to a decrease of nutrient concentrations resulting from the
nutrients abatement policies conducted in coastal waters (Artioli et al., 2008). We then
investigated the effects of DIN and DIP limitation, temperature or their interactions on five
phytoplankton species belonging to 3 phyla with different sizes ranging from 3 to 200 um.
Considering the results of Rhee and Gotham (1981) or Peter and Sommer (2013) on growth
and cell size respectively, we expected an effect of the interaction between nutrient and
temperature on another process such as photosynthesis. As size is considered as a master trait
(Litchman and Klausmeier, 2008), size range of studied species gives us the opportunity to
test the size dependence of phytoplankton responses to the nutrient limitation and temperature
interactions. In order to have a broad understanding of phytoplankton responses, we focused
through laboratory experiments, first on the functional traits related to photosynthesis by

studying the electron transport rates , and second, on biomass and cell volume.

1.2 Material and methods

I11.2.1 Species choice

The experiments were carried out using the cryptophyceae Hemiselmis rufescens (Hr,
PLY®631), the prymnesiophyceae Phaeocystis globosa (Pg), the centric and potentially chain-
forming diatoms, Skeletonema sp. (Sk, PLY627), Thalassiosira rotula (Tr, CCAP1085/20)
and Ditylum brightwellii (Db). Pg and Db were isolated by pipetting of coastal water of the
eastern English Channel, Hr and Sk were obtained from the Plymouth Algal Culture
Collection (Marine Biological association, Plymouth, UK) and Tr from the Culture Collection
of Algae and Protozoa (Dunstaffnage Marine Laboratory, Scotland, UK). These strains,
observed in marine temperate coastal ecosystems, were chosen because they belonged to three
phylogenetic algal groups (diatoms, cryptophyceae and prymnesiophyceae) and they showed
distinct size range from 3 to 200 um (Tablelll-1). We included diatoms and
prymnesiophyceae due to their high contribution to total phytoplankton biomass in temperate
waters. Cryptophyceae species are also interesting because few studies get interested about
this group, and even if they represent a small part of total phytoplankton biomass in spring
and summer, they can contribute to a relatively high part of phytoplankton biomass in fall in
the English Channel (Houliez et al., 2013).
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Table IllI-1: main occurrence and growth phase (julian day), size (um), coloniality and geometric shape
(according to Hillebrand et al., 1999) of Ditylum brightwellii, Thalassiosira rotula, Skeletonema sp.,
Hemiselmis rufescens and Phaeocystis globosa observed in Eastern English Channel. Data resumed 13
years of bi-monthly observations (50°40°75N; 1°31’17E) from SOMLIT (Service d’Observation en
Milieu LITtoral-INSU CNRS) network

species phylogenetic group size coloniality geometric shape
Ditylum . . . . .
brightwellii diatom 70-200 chain forming prism on triangle
Thalassiosira diatom 20-40 chain forming cylinder
rotula
Skeletonema diatom 6-25 chain forming cylinder + 2 half
sp spheres
Hemiselmis . .
rufescens Cryptophyta 3-10 isolated prolate spheroid

spherical/ lobed
Haptophyta 3-10 mucilaginous sphere
colony

Phaeocystis
globosa

111.2.2 Experimental design

Prior to the start of any experiment, each species was cultivated in 250 mL batch flasks of f/2
medium (Guillard and Ryther, 1962) at 12°C and exposed to 250 pmol photons.m™?.s*, and a
12/12 light/dark photoperiod. Cultures in exponential phase were used for inoculation at the
start of the experiments. Experiments were then conducted in Minitron (INFORS©)
incubation chambers. Cultures were non axenic and were conducted in 35 psu artificial
seawater in F/2 medium (Guillard and Ryther, 1962) without NaH,PO4,H,O and NaNOs.
Tests to check for bacterial contamination in the cultures were performed according to the
method of Porter and Feig (1980). The resulting bacterial concentration never exceeded 6.5
10* cells per liter regardless of the treatment, which excludes any significant effect on nutrient

kinetics.

In order to test for the effects of dissolved inorganic phosphorus (DIP) or dissolved inorganic
nitrogen (DIN) limitations on several functional response traits related to photosynthesis, each
culture of microalgae were grown in duplicates in f/2 medium (Guillard and Ryther, 1962)
without NaH,PO,4,H,O and NaNOgs, DIN and DIP being added respectively as KNO3 and as
KH,PO, to reach three different nutrient concentrations and ratios: 50 pmol-N.I" and 1 pmol-
P.I" in the P-depleted treatment (P-lim), 2 umol-N.I"" and 5 pmol-P.I"* in the N-depleted
treatment (N-lim), and 50 pmoll™ N and 5 umol.I* P in the Control treatment. Each

experiment was done at 10°C and 14°C. Cultures were carried out in 2 L polycarbonate flasks
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under an average irradiance of 110 pmol photons.m™?.s*, a 12/12 light/dark photoperiod and
an orbital shaking frequency of 125 and 60 rpm for the diatoms and the flagellates (Hr and
Pg) respectively. From the beginning of the experiment until the end of growth phase, cultures
were conducted in batch mode and biomass (followed using in vivo fluorescence see below)
and nutrient concentrations were followed daily. Then 200 ml were removed each day
(dilution rate of 0.1 d™) and renewed by fresh medium related to each treatment, allowing to
study biomass proxies and photosynthetic response traits. Samples were taken two hours after
the beginning of the light period, in order to exclude the effect of diurnal patterns from one

day to another.

111.2.3 Biomass proxies and growth

111.2.3.1 Cell count and cell volume

For the determination of cell densities, a 10 ml aliquot was removed daily fixed with Lugol's
solution for each species (Menden-Deuer et al., 2001), except for Pg which was fixed with
glutaraldehyde (0.5% of final concentration) (Vaulot et al., 1989), and then settled for at least
8 h in a counting chamber according to the Uterméhl method (Uterméhl, 1931). Abundance
of each species was determined under inverted microscopy (Nikon Eclipse TE2000-S).
Phaeocystis globosa cells embedded in colonial matrix were counted from cell volume
measurements according to the method of Rousseau et al. (1990). Diatom and cryptophyceae
counts followed the procedure described in HELCOM proceedings (HELCOM, 1988).
Moreover, for each experiment, cell volume was estimated by measuring 30 cells, randomly

chosen, following the formulation proposed by Hillebrandt et al. (1999).

111.2.3.2 Invivo fluorescence of the Chl a

A sample of 5 ml was removed daily from each culture, and placed in the dark for 15 minutes
before analysis, in order to estimate in vivo fluorescence as a proxy of algal biomass using a

laboratory fluorometer Trilogy® (Turner designs).

Fluorescence in vivo and cells count show a linear and highly significant relationship which
varied between species (N>66, R2> 0.63, p<0.009). Fluorescence in vivo is then used to

characterize biomass data

72



111.2.3.3 Growth rate

Growth rate ‘p’ (d™') was calculated from in vivo fluorescence following the equation:

= [In(F,) — In(F_,)]/As + D

With: F; the fluorescence (relative fluorescence units) on day t, D the dilution rate (0.1 d),

and A, the time difference (day) between measurements.

111.2.4 Dissolved inorganic nutrients

Nutrients were sampled daily for each treatment before the addition of fresh medium, and
were then frozen (-32°C), except for ammonium (Koroleff, 1969), until analysis.
Concentrations of Dissolved Inorganic Nitrogen (DIN, as the sum of NO3” +NO;"), Dissolved
Inorganic Phosphate (DIP), and Dissolved Silicate (DSi) were measured on an Alliance
Integral Futura Autoanalyser 11®, following Aminot and Kerouel (2004). As expected, no DSi
limitation was observed during the course of experiments, the minimum concentration

observed being higher than 100 pmol.I™.

111.2.5 Particulate organic carbon analysis

An elemental analyzer (CE instrument Fisons Na 2100) was used to determine the particulate
organic Carbon (POC) content of phytoplankton. A 50 ml sample was taken three times
during the experiments and immediately filtered onto precombusted Whatman GF/F glass
fiber filters under vacuum controlled conditions. POC was measured in an elemental analyzer
(CE instrument Fisons Na 2100) using acetanilide as standard, and ultra-pure O, and helium
as combustive and carrier gas, respectively. Prior to analyses, filters were dried and exposed
to HCI vapor in glass desiccators for decarbonation for four hours and then 24 hours free of

HCI vapor.

111.2.6 Chlorophyll a

The chlorophyll a concentration (mg.I") was measured following the non-acidification
method described by Welschmeyer (1994). A 50 ml sample was taken three times during the

experiments and filtered onto Whatman GF/F glass fiber filter. Filters were then placed in the
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dark and frozen (-80°C) until analysis. Chlorophyll a extraction was done using 90% acetone
solution during 12 hours at 6°C. After a 5 min. 3000 rpm centrifugation the supernatant was
analyzed using a laboratory fluorometer Trilogy® (Turner designs) equipped with the
adequate module (Chl a N/A). A 100% chlorophyll a (from spinach) standard was used for

the fluorometer calibration.

111.2.7 Photosynthetic response traits

At least three time repeated measurements were done in each replicate. First samples were
taken two days after the beginning of the dilution and then measurements were done every

two days.

Photosynthetic activity of phytoplankton was obtained by measuring sequential steady state
light curves (SSLC) using pulse amplitude modulated (PAM) fluorometry (Water-PAM,
Heinz Walz GmbH®, Effeltrich, Germany). Before the start of the SSLC an aliquot of the
culture (3 ml) was incubated in the dark for 15 min. The sample was then dispensed into a 10
mm?® quartz glass cuvette and inserted into the PAM fluorometer. The maximum quantum
yield of photosystems Il (F./Fy) was obtained by applying a saturating flash and then
calculated by dividing the variable fluorescence (F,), which corresponds to the difference
between maximal fluorescence after dark acclimation (Fy,) and the minimum fluorescence in
the dark (Fo), by Fmn. Sequential steady state light curves were generated by applying a
sequence of 8 increasing actinic irradiance selected from 12 preset discrete increments
ranging from 22 to 1384 pmol photons.m?s™. The duration of irradiance steps was set
between 60s and 120s in order to reach a stable signal of fluorescence between two saturating
flashes. These curves provided detailed information on the saturation characteristics of the
electron transport chain together with the overall photosynthetic performance of the

microalgae.

The relative electron transport rate (rETR in pmol e.m™.s™) was calculated at each level of
irradiance as the product of effective quantum vyield of PSIl (4F/Fm"), the delivered
irradiance E (umol.photons.m2.s™), and the mathematical factor of 0.5 which corresponds to
the proportion of photosystems Il on total photosystems.

rETR = [(AF)/Fm'] E 0.5
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AF was determined by applying a saturating flash, and corresponds to the difference between
the maximum fluorescence in actinic light during each irradiance step of the SSLCs (Fr,’) and
the stable fluorescence before the saturating flash (Fs). ETR vs. light curves were fitted using
the model of Webb et al. (1974) to estimate the relative maximal light utilization efficiency
(o) and the maximum relative electron transport rate (rETRmax) Which corresponded to the
initial slope and the asymptote of the curve, respectively. From o and rETRnax, the light
saturation parameter (Ex) can be calculated corresponding to the ratio rETRmax/a.. Curve fitting
was achieved using Matlab R2008b. rETRmax is representative of the electron fluxes occurring
at PSII level and does not take into account any structural component as cellular content and
cell volume. In order to consider this structural component ETR®" ., (umol e".s™.cell™) was

calculated as follows:

TETR pax x [Chla] x a”
cell

ETREH, =

[ChI a] correspond to the chlorophyll a concentration (mg Chl a. I'), a* is the chlorophyll a

specific absorption (in m2.mg Chl a™) and cell correspond to the number of cells per liter.

The mean chlorophyll a specific absorption coefficient (a* in m2.mg Chl a™) was determined
following the method of Mitchell et al (2003) using a 50 ml samples filtered through 25 mm
Whatman GF/F filters. Filters were placed on an integrating sphere (ISR-240A, Shimadzu)
using a clean filter wetted with ultra-filtered water as reference. Absorption spectra of filtered
and de-pigmented particles were recorded between 400 and 800 nm with a 2 nm step using a
UV-2450 Shimadzu® dual beam spectrophotometer. De-pigmentation of filtered particles was
conducted following Tassan & Ferrari (1998) with NaClO and 0.2% of active chlorine. The
coefficient a* was then calculated by subtracting the mean de-pigmented particle absorption
spectrum to the mean total filtered particles absorption spectrum, and then normalized to the
chlorophyll a concentration.

111.2.8 Statistical analysis

General linear models (GLM) were applied (Minitab15®) to test whether nutrient treatments
temperature (and their interaction) and days of experiment impact the algal biomass proxies
(in vivo fluorescence) photosynthetic parameters (rETRmax, o), the mean chlorophyll-a
specific absorption coefficient (a*), the maximum quantum vyield of PSII (F./Fp), the cell
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volume and the Carbon:Chl a ratios (C:Chl a). For all measured variables except a* the factor
days of experiment was not significant showing stable condition for each treatment. For the
sake of simplicity, a* was averaged for each replicates and does not take into account the
“time effect” anymore. In addition, a Tukey post-hoc test was applied to range the means of
the variable responses according to nutrient treatments, temperature and interaction between
these factors. Normality of residuals and homocedasticity were checked, and when it was
necessary, data were transformed in order to apply GLM.

Redundancy analysis (RDA) was used to identify the relationship between explanatory
variables and explained variables (cell volume, biomass, rETRmax, @, Ei, yield, a*, C.cell*and
C.Chl a™ ratios) which were centred and standardized. Explanatory variables included in the
model were selected using a stepwise selection and testing their significance at 5%-level. The
procedure was applied until the additional effect of the variable with the highest extra fit was
not significant (p value >5%). At each step, the variable with the highest extra fit was
included in the model. Nutrient treatments (three modalities: N-lim: 1, P-lim: 2 and Control:
3), temperature (two modalities: 10: 1 and 14: 2) and species (five modalities Db: 1, Tr: 2,
Ske: 3, Hr: 4 and Pg: 5) were chosen as explanatory variables in accordance with the step
forward selection performed on our dataset. RDA extracted synthetic gradients, represented as
ordination axes corresponding to a direction which is maximally related to a linear
combination of the explanatory variables (Legendre & Legendre; 1998). RDA was performed

with R software using Vegan package.

Linear regressions were done in order to characterise the relationship between rETRax and
Ex. The regressions were done for each species and each treatment (nutrient + temperature)
separately. Then analyses of covariance (ANCOVA) were performed to illustrate if
temperature or nutrient treatment influenced the slope and the intercept of linear regressions

for each treatment.

The relationships between rETRmax , ETR® 1 and a* depending on cell volume were also
modelled through linear regressions without discriminating species and treatment in order to
highlight differences in response magnitude of our species according to their cell volume, and
consequently their size. In addition, residuals from regression were extracted, clustered
following 2 groups (small size < 3000 pm® and large size > 3000 pm?®), and their absolute
values were compared through a one way ANOVA to determine the distribution of the

residuals according to group.
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Lastly, independent samples T-test was applied in order to compare the growth rate during

growth phase in batch mode (before limitation) within each species depending on temperature

1.3 Results

A first approach of the results was done using redundancy analysis (RDA) to highlight main
trends within the data set. Then, a closer look on response traits was done through the prism

of RDA general results.

111.3.1 General patterns as revealed by redundancy analysis

RDA displayed 37.7 % of the total variance (F-ratio=10.90; P<0.005 ) using three axes which
accounted for 91.38% of the explained variance using a stepwise procedure (axis 1 = 55.02 %,
axis 2= 26.06 % and axis 3= 10.3 %). The explanatory variables, species (F-ratio = 19.88;
P<0. 005), nutrient (F-ratio = 9.07; P<0. 005), and temperature (F-ratio = 3.7; P<0. 03)
constrained significantly the three axes of the RDA (Fig.111-1). Noticeably, all the interaction
terms (temperature x nutrient, species x temperature, species x nutrient and species x nutrient
x temperature) did not contribute significantly to the model (F-ratio < 1.56; P>0. 1) meaning
that response traits did evolve the same way considering these explained variables or that
interaction terms were not significant for all explanatory variables and/or species.
Consequently, a linear combination of only species, nutrient and temperature was used to

constrain ordination of the axes.

Species was correlated with the first ordination axis (Fig.111-1). By projection of the explained
variables on the species vector, one can see that larger cells (as expressed in logarithmic cell
volume) have higher cellular carbon quota and to a lesser extent higher relative maximum
electron transport rate (rETRmax) and lower carbon to Chl a ratio (C:Chl a). The other

explained variables were not discriminated by first axis.

Biomass, chlorophyll a specific absorption coefficient (a*) and to a lower extent rETRmax and
C:Chl a, were closely related to the second axis (Fig.Il1-1), the correlation being positive for
the first three ones and negative for the last explained variables. As for the explained variables
along the biplot axis 1 axis 2, rETRma and C:Chl a were negatively correlated. It is worth
noticing that rETRmax and C:Chl a were equally explained by axis 1 and 2 suspecting an

interaction between species and nutrient for this explained variables.
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Finally, temperature was correlated with the third axis (Fig.ll1l-1). Noticeably, a*, the
maximum light use efficiency () and to a lesser extent C:Chl a ratios were negatively related
to this third axis meaning that they are higher at lower temperature. It should be undermined
that o, biomass and a* were not explained by species factor and consequently were not
correlated to cell volume. Also, maximum guantum yield was not explained by any of the

first three dimensions (and any of the explanatory variables).
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Fig. llI-1 : ordination biplot showing the explained variables (grey arrows) in relation to temperature,
species and nutrient treatments (explanatory variables, black arrows) for the two first (a) and the
first and third (c) axes. As explained variables: a*: the chlorophyll a specific absorption coefficient,
biomass: proxy of biomass through fluorescence in vivo, a: relative maximum light use efficiency,
yield: maximum effective quantum vyield of PSII, rETR .. relative maximum electron transport rate,
C:Chl a: Carbon/Chl a ratio, Ccell: Carbon per cell and logcellvolume: logarithm of cell volume.
Sample ordination biplot for the two first (b) and the first and third (d) axes. Samples are designated
following this scheme: “species” (D for Db, T for Tr, S for Sk, P for Pg and H for Hr), “temperature” (1
for 10°C and 2 for 14°C) “treatment” (N for N-lim, P for P-lim and C for Control) “replicates” (1 and 2).

The biplot rule also applied to samples (Fig.lll-1). For axis 1 vs axis 2 biplot, a clear
discrimination occurred between the phytoplankton species along the species vector that was
correlated to the first axis. Three groups were identifiable considering their cell volume and
carbon quota namely Db, Tr and the three other species (Ske, Hr and Pg) from the larger to
the smaller. These three groups were not similarly structured along the second axis i.e. the
nutrient factor (which was also best explained by biomass, a* and a). For Db, there was a
slight variability along the second axis compared to the other species which spread all along.

For the latter ones (all except Db), control treatment of nutrient presented higher biomass and
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a* compared to nutrient limited treatments which were not distinguishable each other. This
means that species (except Db) did not react in the same way facing nitrogen or phosphorus
limitation. Finally, rETRmax and C:Chl a were highly negatively correlated and equally related
to axis 1 and 2, offering another perspective. By projection of samples on the rETRmax
explained variables vector, one can see that control treatments (and bigger cells within
nutrient treatments) presented higher rETRmax and lower C:Chl a ratios. Finally, for axis 3
which is best explained by temperature, the three species groups identified did not spread
exactly the same than for axis 2. Tr was less variable than the smaller cells (Ske, Hr, Pg)
along the temperature factor (axis 3) than for the nutrient factor (axis 2). Generally, a*or alpha

were lower at high temperature and the variability was especially strong for small species.

[11.3.2 Co-variation of photosynthetic parameters rETRmax VS EK

A significant positive linear relationship between the maximum relative electron transport rate
(rETRmax) and the light saturation parameter (Ex) was revealed. Analysis of covariance
(ANCOVA) were done and highlighted that slope and intercept varied according to species.
However, the trend was always the same with an increase of Ex with rETRpyax inducing a
covariation of these parameters whatever the temperature and nutrient treatment (R2>0.49,
p<0.05). Ex displayed a strong variability depending on species and varied between 177
pmol.photons.m2.s™ and 501 umol.photons.m2.s™ for Ske and Tr respectively. Ey also varied
depending on nutrient treatment with, as an example a 2 fold decrease in P-lim compared to
Control for Tr. Taking into account the high variability of this parameter and the covariation

with rETRmax, Ex is then no more detailed in the rest of the result section.

111.3.3 Closer look on response traits

In accordance with the RDA results, nutrient, temperature and their potential interaction will
be discussed along three phytoplankton groups (Db, Tr , and smaller cells) focusing first on
the photosynthetic parameters and then on the other variables (biomass and C:Chl a ratios

C:cell, cell volume....).

80



Db (large species)

Nutrient effect alone. Firstly, there was no effect of DIN or DIP on rETRyax (GLM, p=0.25)
for large cells (Db) (Fig.lll-2a). Contrary to this, the maximum light use efficiency (o)
showed a 1.2-fold decrease in P-lim compared to the two other nutrient treatment at 10°C
(Tablelll-2). A slight significant increase (1.1-fold) of the maximum effective quantum yield
(FW/Fm) was observed in nutrient limited treatments compared to Control, probably reflecting
a lower intensity of non-photochemical quenching in the dark (Tablelll-2). In parallel, a lower
chlorophyll a specific absorption coefficient (a*) in N-lim (1.17 10% m2mg Chl a™) was
observed compared to Control (1.64 10 m2.mg Chl a™) while in P-lim (1.82 10 m2.mg Chl
a™) an increase of a* was observed, resulting from a package effect. Finally, a significant
increase of the carbon per cell in the P-lim treatment at 10°C (4.73 ng C.cell™) and 14°C (6.21
ng C.cell™) was observed compared to the values in Control, namely 2.20 ng C .cell* and 4.60
ng C.cell™ at 10°C and 14°C respectively. The maximum biomass (from in vivo fluorescence)
reached during the experiments was lower in nutrient limited treatments compared to Control
(Tukey, p<0.01) with up to 2.6 fold decrease depending on limited nutrient (Fig.lll-4a).
Despite some nutrient effects on photosynthetic capacity, a*, C:cell and biomass production
for this large species, it is important to note that the response intensity was minor compared to

the other groups.

Temperature effect alone. Albeit the other species, the maximum growth rate of Db was not
different along with temperature (Table 111-3) while nutrient did not have any effect on this
variable. The carbon per cell (Fig.l11-3b), rETRnax (Fig.111-2a) and F,/Fy, (Table 111-2) were
significantly and positively linked to temperature with mean values 1.8-fold, 1.2-fold and

1.02-fold higher at 14°C for carbon per cell, rETRmax and yield respectively.

Interactive effects of nutrient and temperature. There was an interactive effect of nutrient and
temperature on cell volume for the larger species with cell volumes 1.6-fold higher in nitrogen
limited treatment at 14°C compared to Control (Tukey, p<0.01) while they showed no
difference depending on nutrient treatment at 10°C with the control treatment (Fig.Il1-5).
Concerning biomass as proxied by the total cell volume, value of the P-lim treatment was 1.7-
fold lower than control and N-lim at 10°C while it was 1.6-fold higher than control and no
different than N-lim treatment at 14°C (Fig.I11-4b). A significant 3.4-fold at 10°C and 1.6-fold
at 14°C decrease of the Chl a content was observed in N-lim compared to the Control (Fig.111-
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3a). On the contrary to rETRmax, ETRmaxcell showed a five-fold decrease in N-lim at 10°C

due to a concomitant decrease of the Chl a content and of a*.
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Fig. Ill-2: temperature (upper bracket), treatment (two lowers brackets) or their interaction (Int)
effects on the average maximum relative electron transport rate (rETR,.,; Fig.a) and logarithmic
ETR® ...« (Fig.b) for Db, Tr, Sk, Hr and Pg in N-limited (“species”_N), P-limited (“species”_P) and
Control (“species”_C) treatments at 10° C and 14°C. For each species, means not sharing a common
superscript are significantly different (Tukey post-hoc test at P<0.05). Significant General Linear
Model results are indicated by * for p<0.05, ** for p<0.01 and *** for p<0.001. NS Not significant.
Bars denote standard deviation.

Tr (midsize species)

Nutrient effect alone. Contrary to the larger, rETRmax was significantly negatively affected
by DIP limitation for Tr compared to Control (Tukey, p<0.001). Furthermore, there was a 1.7
and 3.7-fold decrease of a in phosphorus limited treatment (P-lim) compared to Control at
10°C and 14°C respectively, higher than the one observed for Db (Table 111-2). A significant
1.6-fold (10°C) and 2.4-fold (14°C) decrease of Chl a content was observed in N-lim
treatment compared to Control (Tukey, p<0.01) (Fig.I11-3a). As observed previously for the

larger species, the maximum biomass reached during the experiments decrease in nutrient
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limited treatments compared to the Control for Tr but more significantly with observed
decrease up to 84-fold (Fig.ll1-4a). Moreover, there was an increase of cell volume in P-lim
14°C with volume 10% higher compared to Control and a 15% and 25% decrease in N-lim for
10°C and 14°C respectively compared to Control (Tukey, p<0.05) (Fig.Il11-5).

Temperature effect alone. Tr showed the opposite pattern than the larger species concerning
rETRmax with a mean 1.6-fold decrease of the values as temperature increase in nutrient
limited treatments (Fig.lll-2a). Besides, the maximum biomass reached through the
experiment increased with temperature for Tr in the nutrient limited treatments only , mean
values at 14°C being 50% higher than those measured at 10°C while control stayed stable (no
significant interactions however; Fig.ll1-4a). The Chl a content decreased significantly while
temperature increased (Fig.I11-3a). Finally, there was an increase of the maximum growth rate
with 1.7-fold higher value at 14°C.

Interactive effects of nutrient and temperature. Concerning midsized species there was an
interaction between temperature and nutrient on a* and Fv/Fm. A higher value of a* was
observed in Control (2.40 10-2 m2.mg Chl a-1) compared to N-lim (2.14 10-2 m2.mg Chl a-1)
and P-lim (1.83 10-2 m2.mg Chl a-1) at 10°C. Lastly, a 1.2-fold decrease of Fv/Fm was
observed in P-lim at 10°C compared to Control (Table 111-2) (Tukey, p=0.016). There was an
increase of the carbon content in nutrient limited treatments compared to control but with N-
lim being higher than P-Lim at 10°C and the reverse at 14°C giving a significant interaction
(Fig.111-3b). Finally, biomass (as proxied by the total cell volume) was significantly up to 5-
fold lower in nutrient limited treatments compared to control, the lowest being either the N-
Lim or P-lim treatments depending on temperature giving a significant interaction (Fig.IlI-
4b).
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Fig. IlI-3: temperature (upper bracket), treatment (two lowers brackets) or their interaction (Int)
effects on the average Carbon:cell (uC.cell') and Chl a:cell (uChl a.cell™!) ratios for Db, Tr, Sk, Hr and
Pg in N-limited (“species”_N), P-limited (“species”_P) and Control (“species”_C) treatments at 10° C
and 14°C. For each species, means not sharing a common superscript are significantly different
(Tukey post-hoc test at P<0.05). Significant General Linear Model results are indicated by * for
p<0.05, ** for p<0.01 and *** for p<0.001. NS Not significant. Bars denote standard error. Note
those ordinate axes are Log-transformed.

Small cells group

Within smaller cells (namely Ske, Pg and Hr), effects of nitrogen and phosphorus limitations
are generally stronger and, contrary to the larger species (Db and Tr), largely resulted from
interactive effects of nutrient and temperature, thus leading to different responses depending
on treatment and species. Patterns were different for Ske and Hr compared to Pg, reason why

there are split into two groups below.

Pg was the only species presenting nutrient or temperature effect alone (except pmax which
increased significantly with temperature for all the small sized species (Table 111-3)). There

was a strong significant nutrient effect alone on biomass (as proxied by in vivo fluorescence)
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for Pg with 5 and 30 fold lower values in N-lim than in Control at the two levels of
temperature, P-lim being intermediate (Fig.l1l1-4a) (Tukey, p<0.001). The Chl a content was
2-fold lower in N-lim compared to Control at 10°C (Fig.lll-3a). Finally, temperature
influenced a and the Chl a content for Pg with higher values (1.1-fold and 2.4-fold

respectively) as temperature increased (Table 111-2).
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Fig. Ill-4: temperature (upper bracket), treatment (two lowers brackets) or their interaction (Int)
effects on the average maximum biomass from in vivo fluorescence (Fig.a) and proxies as cell volume
(Fig.b) reached during the experiments for Db, Tr, Sk, Hr and Pg in N-limited (“species”_N), P-limited
(“species”_P) and Control (“species” C) treatments at 10° C and 14°C. For each species, means not
sharing a common superscript are significantly different (Tukey post-hoc test at P<0.05). Significant
General Linear Model results are indicated by * for p<0.05, ** for p<0.01 and *** for p<0.001. NS
Not significant. Note those ordinate axes are Log-transformed. Bars denote standard error.

Interactive effects of nutrient and temperature for Pg. These interactive effects lead to
decrease of the overall photosynthetic capacity (FETRmax, 0, and ETRpna®) at 10°C for Pg,
while there was no more effect of nutrient limitation at 14°C (Fig.ll1-2). Indeed, there was a
1.6-fold and a 1.1-fold significant decrease of rETRmax (Fig.lll-2a) and F./Fy (Tukey,
p<0.001) associated to a marginally significant effect on a (Tukey, p<0.1) in nutrient limited

treatment only at 10°C (Table 111-2). The carbon content was 7.2 and 1.5-fold higher in N-lim
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and P-lim at 14°C compared to the control (Tukey, p<0.01) (Fig.1l11-3b). The biomass (as
proxied by the total cell volume) did not differ between treatment at 10°C but was
significantly 52.2 and 4.8-fold lower in N-lim and P-lim compared to Control at 14°C

(Fig.111-4b). Finally, no significant effect was observed for a* as well as cell volume.

Interactive effects of nutrient and temperature for Ske and Hr. Contrary to Pg, Ske and Hr
responded to the interactive effect of nutrient and temperature with a stronger effect of
nutrient limited treatments in general as temperature increased, bearing in mind that they did
not react necessarily the same for each trait. A highly significant decrease of rETRyax (2.5-
fold for Ske and up to 1.7-fold for Hr) was observed in P-lim, whatever the temperature, and a
2.6-fold decrease in N-lim at 14°C for both species (Fig.111-2) (Tukey, p< 0.001). The same
trend as the one obtained for rETRmax was observed for o but not as clearer (Table 111-2)
(Tukey, p<0.08). There were strong interactive effects of nutrient and temperature on F./Fq,
(GLM, p<0.001) which showed a different pattern for Ske and Hr. There was a 1.03 and 1.3-
fold decrease of F./Fy, in N-lim , at 10°C and 14°C respectively, and values 1.1-fold lower in
P-lim at 14°C for Ske while Hr showed a decrease of F,/Fn, in P-lim (1.2-fold) and N-lim (1.3-
fold) at 10°C and 14°C respectively. There was also an interactive effect of nutrient and
temperature on a* with lower values 2.7 and 4.2 fold lower, in N-lim and P-lim respectively,
compared to Control at 14°C for Ske while Hr showed a 1.4-fold decreased value in N-lim
treatment at 10°C and a 1.5-fold higher value in P-lim at 14°C compared to the Control (Table
[11-2). There was no significant effect of nutrient treatment on Chl a:cell despite the
interaction for both species (Fig.I11-3a). A 2.2-fold decrease in N-lim at 10°C and a 2.1-fold
increase of carbon content were observed in P-lim at 14°C for Ske. On the other side, Hr
showed a 9.5 and 5.5-fold increase of carbon content compared to Control at 10°C and a 2.2-
fold increase of this content in N-lim at 14°C (Tukey, p<0.05). As outlined here, Hr and Ske
showed strong variations of their photosynthetic parameters due to the interactive effect of
nutrient and temperature. The observed interactive effect observed for Ske and Hr led to a
complex pattern of responses compared to those observed for the other species. This results
from the different responses to nutrient and temperature of variables related to structure
namely, a*, carbon, Chl a content or cell volume on one side and related to electron fluxes on

the other side.

Regarding maximum biomass, from in vivo fluorescence as well as cell volume, there were
interactive effects of nutrient and temperature for Hr and Ske, which showed the same

responses. Minimum values were observed in N-lim at 10°C, P-lim being intermediate while
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values in Control were identical at 14°C (Fig.1l1-4a) (GLM, p<0.001). Finally, cell volumes
showed a 2.7-fold increase in P-lim treatment compared to Control for Ske associated to a
1.6-fold decrease in Control at 14°C compared to 10°C for Ske and Hr (Fig.I11-5).

Table I1I-2: mean values (tstandard error) of the maximum effective quantum yield of PSIl (F./Fp,
dimensionless), mean values of the maximum light use efficiency (a, pmol e.pmol photons™.s™) and
chlorophyll a specific absorption coefficient (a*, X102 m2.mg Chl o) at the end of the experiments in
N-lim, P-lim and Control treatments at 10°C and 14°C. For each species, means not sharing a common
superscript are significantly different (Tukey post-hoc test at P<0.05).

N-lim P-lim Control
10°C 14°C 10°C 14°C 10°C 14°C
a* 1.17 + 002 © 1.40 + 002 © 1.82 + 006 ° 218 + o031 @ 164 + 038 ® 150 + 012 ?
Ditylum e 060 + 001 @ 062 % 002 061 % 001 ° 061 % 003 ° 057 % 002 ° 059 % 003 P
brightwellii
a 033 + 003 ? 033 + 004 ? 026 + 003 ° 0.28 + 005 2 031 + 004 ° 0.29 + 005 ?
a* 214 + o001 P 254 + 010 2 1.83 + 002 © 249 + o016 2 239 + 017 ® 260 + 002 2
Thaﬁgii’,‘:'m Fo/fm 069 + 005 ® 062 + 002 @ 059 + 00s 9 063 + 001 P 071 + 005 ® 066 + ooa €
o 031 + 003 ? 032 + 004 ? 024 + 004 ° 019 + 002 ° 039 + 003 ? 034 + 003 ?
a* 220 + 022 097 + 043¢ 236 + 043 ° 064 + 000 © 223 £ 026 ° 270 + 014 ®
SkEIe;Z”em" Fo/fm 065 + 001 © 053 + 002 © 066 + 001 ® 062 + 002 ® 067 + 0002 067 * 000 2
o 033 + 002 2 0.13 + 005 © 0.26 + 003 ° 021 + 002 ° 037 + 001 2 035 + 003 2
a* 170 + 033 M 197 + 067 M 218 £+ 02 ™ 207 + 001 M 227 + 017 N 251 & 048 N
Phg‘;gz;’;t’s Fo/fm 057 + 002 © 068 + 007 @ 059 + 003 ° 069 + 006 2 065 + 001 @ 067 + 003 °
a 026 + 002 ° 029 + 004 ® 028 £ 002 ° 028 003 030 + 003 ® 035 &+ 003 ?
a* 194 £ 020 ° 140 £ 002 © 291 % 003 ® 218 + 031 P 282 + 008 % 150 + 012 ©
Hemiselmis ¢ e 671 % 002 @ 051 + 003 9 064 + 003 069 + 002 ® 074 + 005 * 064 * 000 ©
rufescens
a 041 % 003 ® 025 + o005 © 039 + 002 ° 034 + 004 ° 0.47 + 003 2 039 + oo01 ?
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Fig. lll-5: Temperature (upper bracket), treatment (two lowers brackets) or their interaction (Int)
effects on the average cell volume for Db, Tr, Sk, Hr and Pg in N-limited (“species”_N), P-limited
(“species”_P) and Control (“species” C) treatments at 10° C and 14°C. For each species, means not
sharing a common superscript are significantly different (Tukey post-hoc test at P<0.05). Significant
General Linear Model results are indicated by * for p<0.05, ** for p<0.01 and *** for p<0.001. NS
Not significant. Note that ordinate axis is Log-transformed. Bars denote standard error.

87



Table 11I-3: maximum relative growth rate (day™) depending on species and temperature. P value
indicates the significance of the growth rate difference according to temperature and N the number
of measured growth rates used for the analysis.

temperature growth rate p value N
10 0.40 + (017 ) 20
D .
b 14 0.41 + (025 ) 0.9 19
10 0.33 + (019 ) 26
Ti 0.001
r 14 056 ¢ (021 ) 27
10 0.55 + (026 ) 33
Sk 14 071 £ ( 028 ) 0.035 28
10 0.35 + (0 022) 31
Hr 14 052 & o0z 0% 21
P 10 0.49 + (025 ) 0.029 38
9 14 0.75 + (024 ' 25

[11.3.3.1  Size dependence of photosynthesis responses to nutrient limitation

Finally, in order to capture more efficiently the observed photosynthetic response traits
depending on cell volume, the relationship between rETRyax versus cell volume for all the
five species in all treatments was analysed (Fig.l11-6a). This allows us to highlight, first, a
positive linear relationship between these two parameters (R?=0.34, p<0.05) and second, the
dispersion variability of the responses around the regression depending on cell volume.
Analysis of this dispersion showed that the smaller cells had more variable responses than
larger cells (Anova, p<0.001) resulting from a strong effect of nutrient and temperature on the
small size cells. The same pattern was observed for ETR®" .« (Fig.I11-6b) with a significant
positive relationship with cell volume (R2=0.70, p<0.001). Taking into account structural
parameter gave a better fitting of the relationship. As observed for rETRya, the variance
analysis highlighted a higher variability for smaller cell groups compared to the others
(Anova, p<0.001)

Following the same method, the relationship between a* versus cell volume was also analysed
and showed a negative linear relationship between the two parameters (R2=0.25, p<0.05)
associate to a higher variability of responses to nutrient limitation as observed for rETRmax
(Anova, p<0.05) (Fig.Il-7).
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Fig. lll-6: relationship between the logarithmic relative maximum electron transport rate (fig a;
FETRmax Mol e.m?s™) and logarithmic ETR®"... (fig b; pmol e .s™.cell') versus logarithmic cell
volume (um?) in P-lim (light grey), N-lim (dark grey) and Control (black) treatments at 10°C (circle)
and 14°C (triangle).
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Fig. ll-7 : relationship between the logarithmic chlorophyll a specific absorption coefficient (a*,
m2.mg Chl a*) depending on logarithmic cell volume (um?) in P-lim (light grey), N-lim (dark grey) and
Control (black) treatments at 10°C (circle) and 14°C (triangle).

1.4 Discussion

By conducting laboratory experiments on five phytoplankton cultures grown under DIN
depleted, DIP depleted and nutrient replete treatments at two temperatures, all other
conditions being similar, we obtained significant results on several response traits, and
particularly on photosynthetic capacity which varied differently depending on cell size and or

species.

First of all, despite the presence of several interactions between temperature and nutrients, our
study suggests that phytoplankton responses were mainly affected by nutrient limitation,
which explained more variability than temperature, as previously shown by Peter and Sommer
(2013) or Mararion et al. (2014) and Roleda et al. (2013) on other parameters. This could be
explained in a physiological way. Previous studies showed that several traits, as
photosynthetic activity or growth usually increase with temperature (Claquin et al., 2008;
Raven and Geider, 1988) until a specific threshold. This increase results from an enhancement

of enzymatic activity with temperature. However, nutrient limitations lead to a decrease of
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substrate and consequently, affect enzymatic activity upstream of temperature. Furthermore,
our results highlight, compared to the larger species, that the effects of nitrogen and
phosphorus limitation were higher for the midsized and small species.

Secondly, interactions between nutrient limitation and temperature occurred mainly for small
sized species according to two patterns: a decrease in the intensity of the interaction when

temperature increased for Pg while it is the opposite for Hr and Ske.

We will then first discuss the observed nutrient and temperature effects on functional traits
related to photosynthesis, carbon content, cell volume and biomass. Second, we will focus on
the interactive effects of nutrient and temperature depending on traits and species. Finally, we
will highlight the pivotal role of size in our study explaining why, and in what extent, the cell

size leads to different responses depending on treatment and traits.

111.4.1 Nutrient and temperature separate effects

Although they lead to a decrease of photosynthetic efficiency, DIN and DIP depletions act
differently on photosynthetic processes. In our study, the photosynthetic response traits in
terms of electron fluxes, namely rETRnyax and o, of four species except Pg were mainly
affected by DIP limitation while Chl a content depends on DIN concentration. Hillebrand et
al. (2013) highlighted differences in the optimal N/P ratios depending on phytoplankton
groups with lower value of this ratio for diatoms compared to Prymnesiophyceae, involving a
higher sensibility to DIP limitation for diatoms. Pg was effectively more impacted by nitrogen
limitation compared to the other species on rETRmax, ETR®" .. or whether biomass. This
could result first, from its capacity to use organic phosphorus through phosphatase alkaline or
second, from the formation of colonies under DIP limitation, which allows it to concentrate
nutrients at a small spatial scale as previously shown Veldhuis & Admiraal (1991) for this
genus. However, the small sized species also showed decrease of photosynthetic activity but

resulting from an interactive effect of temperature and nutrient limitation (see below).

Previous studies showed that DIN limitation causes a decrease in nitrogenous pigment
synthesis associated to a decrease of amino acid and protein synthesis, and consequently, less
production of the enzymes involved in photosynthetic carbon metabolism, e.g. RubisCO,
resulting in a lower photosynthetic efficiency in accordance with our results (Falkowski et al.,
1998; Geider et al., 1998b; Liu et al., 2013; Turpin, 1991). Furthermore a decrease of D1
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protein, which reflects the number of PSII reaction centres was already observed due to
nitrogen limitation (Geider et al., 1993), leading to a decrease efficiency of photochemical
processes of microalgae. Finally, a decline of the reactions involved in the Calvin cycle due to
nitrogen limitation lead to a decreasing requirement of ATP (Lippemeier et al., 2001). This
implies an elevated fluorescence quenching, through the increase of transthylakoidal pH

gradient, and a downregulation of electron transport of PSII.

For its part, DIP limitation usually leads to a decrease in photosynthetic efficiency through the
inability of phospholipid production (Suzumura, 2005) and ATP synthesis (Paytan and
McLaughlin, 2007). This decrease of ATP synthesis induces a reduced need for proton and so,
as observed in case of nitrogen limitation, an increase in pH gradient at the thylakoid level
(Gauthier and Turpin, 1997). In Addition, DIP limitation results in a decrease of the
functional reaction centres which can rapidly reduce the PQ pool with the formation of PSII
Quinone,-non reducing centres thus leading to a decrease of electron transfer between
quinones, and therefore involves a loss of photosynthesis efficiency (Wykoff et al., 1998).
Altogether the repercussions of DIP limitation induced a decrease of electron flow at PSII
level as observed here (Geider et al., 1993; Lippemeier et al., 2001; Wykoff et al., 1998).
There is few data concerning the effects of nutrient and temperature on photosynthesis for Db
and Tr (Krawiec, 1982; Lopez-Sandoval et al., 2014; Staehr et al., 2002), especially regarding
the processes which occurs at PSII level. Our results showed a weak sensitivity of these
processes to phosphorus limited treatment for Db, and no effect of nitrogen as already shown
by Lopez-Sandoval et al. (2014) while Tr showed higher responses which globally result in a
decrease of these processes. The relationship between environmental factors and
photosynthesis had been more largely studied for Ske. As observed here, Liu et al. (2013)
highlighted a decrease of photosynthesis efficiency in N-lim and P-lim treatments for
Skeletonema costatum, using O2 evolution method, and an effect of nutrient limitation on

genetic level leading to a decrease of rbcL mRNA content necessary for RubisCO production.

To our best knowledge, there is no literature concerning the nutrient limitation and
temperature effects on Hemiselmis rufescens photosynthesis. Nevertheless studies on
cryptophycea under nitrogen limitation reveal several properties of this species group.
Nitrogen limitation leads to a decrease of photosynthetic efficiency (Da Silva et al., 2009), as
observed here, due to the loss of phycoerythrin antenna during nitrogen starvation. Moreover,
a study by Litchlé (1979) showed several cells and photosynthetic apparatus transformation,

e.g. changes in plastid ultrastructure, in case of nitrogen starvation which also induced some
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perturbations in photosynthetic processes. Regarding Pg, we have not found any consistent
literature on the effects of nutrient limitation on the photosynthetic efficiency while
temperature dependence of photosynthesis is more knowledgeable (see below).

Some authors suggest that a* of phytoplankton could increase under nutrient depleted
conditions in order to counteract the decrease of photosynthetic efficiency (Geider et al.,
1998b; Geider et al., 1993; Napoléon et al., 2013). Db was the only species which showed an
increase of a* in P limited treatment whatever the temperature probably in order to counteract
the decrease of other photosynthetic parameters. A study by Staehr et al. (2002) did not show
this increase of a* for Ditylum brightwellii in P limited treatments, even if a* values observed

here are in the same order of magnitude.

Many physiological and biochemical processes being interconnected an alteration in one
process, e.g. photosynthesis, is likely to cause cascade responses affecting other parameters as
biomass production. For all our species, a slight decrease of biomass in nutrient limited
treatment for the larger species, a stronger one for the midsized species and an intermediate
for Pg were observed while the other small species showed a decrease of biomass which result
from an interactive effect of nutrient and temperature. This decrease of biomass in nutrient
limited treatments is in agreement with previous studies (Da Silva et al., 2009; Liu et al.,
2013; Staehr et al., 2002). In addition to the effects of upstream processes on biomass
production, the decrease of biomass could also be due to the inability for limited
phytoplankton to produce phospholipids and consequently new cells, especially in P limited
treatment (Suzumura, 2005). Despite the decrease of photosynthetic efficiency an increase of
Carbon content in P-lim was observed for Db Tr, Hr (10°C) and Pg and Ske at 14°C and in
N-lim for Tr, Hr and Pg (14°C only) . Indeed, despite their decrease, photosynthetic processes
persist and lead to the production of Carbohydrates which cannot be used due to the lack of
phosphorus and then are stocked in the intracellular compartment (Alcoverro, 2000; Guerrini
et al., 2000; Lai et al., 2011; Magaletti et al., 2004). These carbohydrates are stored until a
maximum threshold depending on species, but, as they cannot be associated with nutrient or
used probably due to a lack of ATP, they could be excreted, thus achieving an overflow

process (Staats et al., 2000).

It is widely accepted that photosynthetic efficiency increases with temperature until a specific
threshold (Claquin et al., 2008; Davison, 1991), resulting at least in part from higher
enzymatic activity. For example, Cloern (1978) showed the dependence between temperature
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and photosynthesis emphasizing on the increase of photosynthesis efficiency with temperature
for Ske. This pattern was observed on F,/Fr, and on rETRnax for Db and on rETRmax and o for
Pg. Indeed, Verity et al. (1991) highlighted an increase of photosynthesis efficiency of Pg as

temperature increased between 10°C and 20°C, which is consistent with our results

This weak influence of temperature on our studied variables could be explained by the strong
effect of nutrient limitations which affect enzymatic activity upstream of temperature leading
to a decrease of the temperature effect, except for Pg. Nevertheless, an increase of growth rate
with temperature was observed here in accordance with previous studies (Baumert and
Petzoldt, 2008; Bissinger et al., 2008; Raven and Geider, 1988), except for Db. This lack of
responses could be due to the structural characteristics of Db, namely large cell, high storage
capacity and low growth rate compared to the other species (Marafion et al., 2013) or in the
other side, to a closeness optimal temperature in our experiments for this Db strain.

111.4.2 Interactive effect of nutrient and temperature for small species

In this study the cell size had some significant effect on the observed responses. First, an
interactive effect of nutrient and temperature was observed mainly for the small size species
on photosynthesis, biomass production, cell volume and to a lesser extent C:cell and Chl
a:cell ratios. This pattern remains true but declines when a structural component, as a* or cell
volume, is taking into account. This implies some differences about the effects of nutrient and
temperature on photosynthetic function as rETRmax, F./Fn, or wether a, on one side and in
the other side, on the structure of photosystems (pigment composition and arrangement),
carbon cell content and cell volume. Secondly, an increase of response variability was

observed for the smaller species.

Our study showed two different patterns of interactions. The first one concerned Pg. At 10°C,
Pg showed a decrease of rETRmax, ETR®" ok a*, Fu/Fm and to a lesser extent o in nutrient
limited treatments. Riegman and Van Boekel (1996) showed that five different ecotypes of Pg
exist. These ecotypes differ in their ecophysiological properties and, more particularly, in
their optimum temperature. They defined, based on previous studies, three groups which
differ in their optimum temperature: 4°C, 8°C and 15°C. Our Pg strain was isolated on the
eastern English Channel during late spring, belonging to the blooming pool frequently
observed in this area when temperature usually varied between 9 and 19 °C (Schapira et al.,
2008). Related to the fact that, Pg blooms never start below 9°C according Riegman and Van
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Boeckel (1996), there is evidence to suggest than our strain belongs to the 15°C optimum
temperature strain, implying that 14°C is near the optimum of temperature for this species, in
accordance with the conclusions of Peperzak (2002). Consequently, the decrease of
photosynthetic efficiency observed at 10°C could be the result, of a suboptimal temperature
which could lead to an increase of nutrient requirements according to Rhee & Gotham (1981)
and so, a reinforced effect of nutrient limitation. Indeed, in a previous work, Rhee and
Gotham (1981) showed an interactive effect of temperature and nitrogen and phosphorus
limitation on the growth rate of Scenedesmus sp. and Asterionella formosa highlighting that
the combined effect of these two factors was greater than the sum of individual effect. They
also highlighted an increase of nutrient requirements at suboptimal temperature. The decrease
of photosynthetic activity at 10°C is especially true for nitrogen since prymnesiophyes present
a higher N/P ratio (Hillebrand et al., 2013).

The second pattern concerned both Hr and Ske. Indeed, while there was a significant effect of
phosphorus limitation on rETRyax, a8*, Fy/Fm, a and biomass (for in vivo fluorescence as well
biomass proxied by cell volume) for Ske and Hr, it is noticeable that an interactive effect of
temperature and nutrient, which lead to a strong decrease of these traits in N-lim, emerged at
14°C. There was also a strong decrease of a* in P-lim as temperature increased for Ske. A
recent study by Fiori and Pistocchi (2014) on the sensitivity to terbuthylazine (a herbicide)
and effect of temperature on Skeletonema marinoi physiology showed a strong additive effect
of temperature and herbicide, e.g. an increasing effect of herbicide on photosynthesis as
temperature increased, highlighting the key role of temperature on photosynthesis processes
for this species. Nevertheless, despite the large number of studies done on the responses of
Skeletonema sp. photosynthesis, this reinforcement of nitrogen limitation as temperature
increases has never been demonstrated. The presence of the increase of interactive effects of
nutrient when temperature increased on photosynthetic response traits was therefore
surprising when referring to the work of Rhee and Gotham (1981) and our results on Pg.
These interactive effects on photosynthesis concerned the nitrogen limited treatments only for
Ske and Hr mainly on variables not proxied by a structural component, as rETRmax, Fv/Fm OF
whether o, leading to a more pronounced effect of nitrogen limitation at 14°C. Indeed, except
for biomass and a* for Hr and Ske there was no effect of temperature on the different
variables measured in P-lim, highlighting a stronger dependence between nitrogen dependent

processes and temperature.
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This interactive effects of nutrient and temperature could result from different processes.
First, nitrogen limitation leads to a decrease of enzyme involved in photosynthesis and
nitrogenous content resulting in a decrease of photosynthetic efficiency (Geider et al., 1998b;
Turpin, 1991). Moreover, the increase of temperature results in the increase of enzymatic
dependent processes like nutrient absorption (Reay et al., 2001), which includes nitrate
reduction as well as the cost of carbon skeletons needed for formation of amino acids,
constituting high energy cost processes (Ferrario-Méry et al., 1997; Foyer et al., 1994,
Touchette and Burkholder, 2000). This increase of the rate of biochemical processes, in
addition to the increase of cellular production observed here through growth rate, implies a
faster and more important effect of nitrogen depletion. Secondly, Toseland et al. (2013)
suggest that temperature plays a critical role in resource allocation and marine phytoplankton
stoichiometry with, as an example, a greater investment in biosynthesis at low temperature,
whereas under high temperatures more resources are invested in photosynthesis. This implies
higher nutrient requirement for photosynthetic pathways as temperature increases consistent
with our observations for Hr and Ske. They also highlight an increase of N/P ratios with
temperature, inducing an increasing dependence to nitrogen, consistent with our results for Hr
and Ske.

Even if the interactive effects of nutrient and temperature concerned the small sized species
there was a specific interactive effect on cell volume for all species. Indeed, there was a
decrease of cell volume for Ske and Hr as temperature increase in Control with approximately
25% decrease for Db and 40% decrease for Hr and Ske. On the contrary, Pg and Tr did not
show any difference of cell volume between 10°C and 14°C in Control. These observations
differed from those obtained by Atkinson et al. (2003) who predicted a linear decrease of

2.5% of cell volume for each one degree increase.

111.4.3 Various responses to a same limitation: size matters

In addition to the presence of an interactive effect of nutrient and temperature, small size
species were characterized by a high variability in their responses compared to midsized and
large cells. Due to this implication in growth rate, nutrient uptake or photosynthesis, cell size
is consider as a master traits which largely defines the ecological niches of phytoplankton
(Litchman and Klausmeier, 2008). Interestingly, there were few interactive effects of nutrient

and temperature on Db and Tr, our large and midsized species. There were also different
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pattern due to these interactions for the smaller species, highlighting a species dependence of

interactive effects as shown Shatwell et al. (2013) on two diatoms.

In our study Db was the larger cell inducing high storage capacity associated to a reduction in
volume-specific nutrient requirements (Marafion et al., 2013). There is a positive link between
size and the density of nutrient transport sites which implies, associate to the increasing
storage capacity with size, an advantage to be large in nutrient fluctuating conditions (Finkel
et al., 2010a; Litchman et al., 2007; Marafion et al., 2013). Our experimental design, which
included a daily uptake of cultures and a daily renewal of fresh medium, then could favour
large species by the addition of nutrient in small quantities but in sufficient amount through
fresh medium (Jouenne et al., 2007). Contrary to this, being a “small size” cell is assumed to
be of interest in low nutrient condition because of a better capacity of resource absorption,
through diffusion processes, and use. However, this advantage is related to a small storage
capacity. Furthermore, being small induces a decrease of the resource costs of photon
transformation into chemical energy (Geider et al., 1998b) which is interesting in low nutrient
condition (Raven, 1998). In our study larger are the better, at least regarding their responses
variability in case of nutrient unbalanced condition, showing less perturbations of
photosynthetic capacity due to nutrient depletion as size increases. This includes also the
variation of size depending on nutrient limitation and temperature for Hr and Ske. There was
an increasing effect, e.g. on rETRmax,0r 0, in nitrogen limited treatment for these species as
temperature increased while no interaction with temperature were detected in phosphorus
limited treatments which showed a strong increase of cell volume. This pattern could result
from a strong relationship between nitrogen dependent photosynthetic process and
temperature, as stated above, or from the attenuation of nutrient and temperature effects due
to higher cell volume. This could be linked to the physiological properties arising from size
characteristics, namely, the increasing storage capacity, a reduction in volume-specific
nutrient requirements as size increases, and a large amount of Chl a per cell which implies a
high number of photosynthetic reaction centers. Finally, Hillebrand et al. (2013) highlighted
that cells which have high growth rates had a lower flexibility of N/P ratios. However, they
did not highlight any link between size and the flexibility of nitrogen and phosphorus
stoichiometry even if, size and growth rate were strongly linked. Finally, Marafion et al.
(2013) suggest an increase of nitrogen requirements as size decreases for diverse
phytoplankton species. Altogether, this lack of flexibility and the higher nitrogen requirement
related to the temperature effect, which acts as a second disruptive factor, could explain the
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interactive effects of nutrient and temperature observed for the smaller species. In our
experiments, nutrient had a stronger effect compared to temperature on our different studied
parameters has already shown by Peter & Sommer (2013) or whether Roleda et al. (2013) and
Marafion et al. (2014). Moreover, a decreasing effect of temperature compared to nutrient on

our different variables with increasing size was observed.

Finally, we observed a negative relationship between a* and cell volume in accordance with
previous studies (Fujiki and Taguchi, 2002; Morel and Bricaud, 1981). On the opposite, a
strong positive link between electron transport rate and cell size has been demonstrated in our
study. This relationship, which has never been demonstrated to our knowledge, fits better for
ETR® ..x Which takes into account the pigment composition and arrangement as well as the
number of cells. We stated above a link between rETRyax and the quantity of chlorophyll a.
The strong relationship observed here between ETR®" ., and size highlights that the increase
of electron transport rate does not depend only on this quantity but also suggests a strong

efficiency of electron transport rate in large cells.

1.5 Conclusions

In this study, we described the influence of temperature, nutrient concentration or their
interactions on several photosynthesis response traits, and also on carbon: cell, cell volume
and biomass. In addition to the effects of nutrient and temperature on these parameters, we
have shown that size is a fundamental cell property which defines, both quantitatively and
qualitatively, the physiological responses of phytoplankton. Indeed, even if the five studied
species showed different ecological requirements and belong to different functional groups,
the best way to group these species for maximizing the understanding of observed responses
was to cluster them depending on three size classes. If one thinks no longer in terms of
species but rather through a size approach, our results highlighted a size effect on the
observed responses with the presence of interactive effects of temperature and nutrient on
small size species only, associate to an increase of response amplitude as size decreases. The
increasing occurrence of interactive effect as size decreases illustrates a mitigated effect of
temperature compared to nutrient on cell physiology as size increases. These results are of
interest given the already observed but also future changes of nutrient stoichiometry and
temperature in marine waters through global change. Indeed, an increase of water temperature

combined with an increase of N:P ratios are expected. This increase could have a strong
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negative effect on small and medium sized diatoms while Phaeocystis globosa seems to be
less affected by the increase of N:P ratio, according to Hillebrand et al. (2013), who showed
higher optimum N:P for prymnesiophyceae compared to diatoms. Secondly, the increase of
temperature apparently influences negatively some traits of small diatoms while Phaeocystis
globosa and the large diatom were positively affected by the rising temperature. So, the
increase of N:P ratio and an increase of temperature might change first, the composition of
diatom communities which may present a shift towards larger cells, and second, could
influence the diatoms/Phaeocystis succession promoting Phaeocystis globosa instead of
diatoms. Consequently, these changes could result in the modification of trophic interactions
in natural waters and on the large panel of processes directly or indirectly linked to
phytoplankton.
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IV. Dépendance taxonomique des effets de la limitation en sels
nutritifs, de la température et de leur interaction sur la production
d’hvdrates de carbone
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Résumé

La limitation en sels nutritifs et la température vont influencer la production d’hydrates de
carbone particulaires et 1’excrétion de ces hydrates de carbone a I’extérieur de la cellule.
L’¢étude des effets des conditions environnementales sur la formation et I’exsudation
d’hydrates de carbone par le phytoplancton sont deux processus d’intérét. Les quantités
d’hydrates de carbone formés et exsudés sont représentatives de 1’état physiologique des
cellules phytoplanctoniques et ont un role dans les réseaux trophiques marins. Notre étude
expérimentale porte sur les effets de la limitation en sels nutritifs, de la température et de leur
interaction sur la quantité d’hydrates de carbone intracellulaires et dissoutes formée par cing

especes phytoplanctoniques présentant des volumes cellulaires différents.

Notre ¢tude met en évidence un effet de la limitation en sels nutritifs plus fort que 1’effet
température sur la quantité d’hydrates de carbone produits, excepté pour Ditylum brightwellii.
De plus, cette étude montre que les réponses, en termes de production d’hydrates de carbone
particulaires et dissous, observées en fonction de la limitation en sels nutritifs et de la
température vont étre spécifiques et dépendent du taxon considéré plutét que du volume
cellulaire. Pour Ditylum brightwellii, la quantité d’hydrates de carbone ne varie pas en
fonction de la limitation en sels nutritifs mais augmente avec la température. De son coté,
Phaeocystis globosa montre de fortes variations de la quantité d’hydrates de carbone dissous
et particulaires, probablement liées & 1’alternance rapide de formes flagellées ou non
flagellées, qui présentent des différences physiologiques et particulierement concernant la
formation d’hydrates de carbone. Hemiselmis rufescens montre un effet fort de 1’azote, et
moindre du phosphore, avec une augmentation de la quantité d’hydrates de carbone
particulaires et dissous par cellule en cas de limitation. Enfin, concernant Thalassiosira rotula
(Tr) et Skeletonema sp. (Ske) des effets interactifs de la limitation en sels nutritifs avec la
température sont observés. Chez Tr cette interaction se traduit par une augmentation de la
quantité d’hydrates de carbone dissous et particulaires par cellule par rapport au témoin, qui
est accentuée a 14°C. Chez Ske aucun effet de la limitation en sels nutritifs n’est constaté a
10°C sur la quantité d’hydrates de carbone par cellule tandis qu’a 14°C des quantités
d’hydrates de carbone particulaires plus élevees sont observées dans les conditions limitées.
Le méme schema est observé pour les hydrates de carbone dissous. De plus, pour ces deux
espéces, une forte diminution de la quantité d’hydrates de carbone dissous et particulaires par
cellule est observée dans le témoin quand la température augmente du fait d’un taux de

croissance élevé a 14°C.

102



Bien que les réponses des différentes espéces ne dépendent pas du volume cellulaire, il existe
une relation significative positive entre le volume cellulaire et la quantité d’hydrates de
carbone par cellule. Une relation négative est observée entre le volume et la quantité
d’hydrates de carbone ramenée a une unité volumétrique avec une diminution de la quantité
d’hydrates de carbone par unité de volume quand la température augmente. Par ailleurs, la
proportion d’hydrates de carbone exsudés ne montre pas de relation avec le volume cellulaire
mettant ainsi en évidence que le processus d’exsudation ne dépend pas simplement de la taille
des cellules. Enfin, notre étude met en évidence une relation hautement significative, méme
sans distinction d’espéce ou de condition, entre la quantité d’hydrates de carbone particulaires
et dissous. Cela implique, contrairement a ce qui est fréquemment observé sur les especes
benthiques, que I’exsudation est forcément associée a une augmentation des hydrates de

carbone particulaires.

Mots clefs : phytoplancton, limitation azote, limitation phosphore, température, hydrates de

carbone, exsudats
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V.1 Introduction

L’étude des effets des conditions environnementales sur la formation et I’exsudation
d’hydrates de carbone par le phytoplancton sont deux processus d’intérét, d’une part car elles
caractérisent 1’état physiologique des cellules phytoplanctoniques et d’autres part, du fait de
leur role dans les réseaux trophiques marins. La limitation en azote et en phosphore aboutit
géneralement a une augmentation du contenu en hydrates de carbone ainsi qu’a une
augmentation de D’exsudation (Myklestad, 2000), et ce, dans plusieurs groupes
phytoplanctoniques comme les prymnesiophyceae (Alderkamp et al., 2007), les
cryptophyceae (Da Silva et al., 2009), et les diatomées (e.g. Granum et al., 2002; Guerrini et
al., 2000; Harrison et al., 1990; Myklestad, 2000). Cette augmentation résulte d’une moindre
utilisation des hydrates de carbone qui continuent a étre produits par les processus
photosynthétiques qui, bien qu’ils puissent étre eux-mémes affectés, aboutissent encore a la
formation de glucides. La cellule va alors engager toute une série de réactions, se servant des
hydrates de carbone en tant qu’énergie ou comme base carbonée, pour la respiration, la
production d’acides aminés, de lipides ou encore de nouvelles cellules. Certains éléments, tels
I’azote et le phosphore, vont alors étre indispensables pour I’utilisation des hydrates de
carbone produits qui en cas de limitation ne vont plus pouvoir étre couplés a ces éléments
devenus limitants. L’absence de ces ¢éléments nutritifs aboutit alors a une baisse du
métabolisme (e.g. assimilation d’azote, production d’acides aminés, production de lipides) et
une production moindre de nouvelles cellules. Si la quantité d’hydrates de carbone produits
dépasse les besoins nécessaires a la respiration et la synthése de cellules, ceux-ci peuvent
s’accumuler dans la cellule jusqu’a un certain seuil puis étre exsudés (Berman-Frank and
Dubinsky, 1999). Cette concentration dans le compartiment cytoplasmique peut servir de base
carbonée en cas de renouvellement de I’élément limitant, permettant alors a la cellule de

disposer d’un stock de substrat et de reprendre au mieux ses activités métaboliques.

Associé a I’augmentation de la concentration en hydrates de carbone par cellules en cas de
limitation, des changements de qualité des hydrates de carbone dans des conditions limitées
en sels nutritifs ont été mis en évidence avec, par exemple, une augmentation de la proportion
de glucanes chez Phaeocystis sp. (Alderkamp et al., 2007) et Skeletonema costatum (Granum
et al., 2002; Myklestad, 1977). Toutes les especes ne vont pas montrer les mémes
caractéristiques quant au contenu, a la production ou encore 1’exsudation des hydrates de

carbone, et ce, méme en I’absence de stress environnemental comme 1’a montré Myklestad
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sur 9 especes de diatomées (Myklestad, 1974). En présence de limitation en sels nutritifs, des
réactions spécifiques existent et aboutissent a des différences de réponses a la limitation en
sels nutritifs quant & la production d’hydrates de carbone, et ce, méme entre taxons d’un
méme groupe. Urbani et al. (2005), par exemple, mettent en évidence des différences de
réponses a la limitation en phosphore chez trois diatomées avec des changements dans la
nature des hydrates de carbone produits et dans la quantité d’hydrates de carbone exsudés en
fonction de I’espéce. Guerrini et al. (2000), quant & eux, observent une augmentation du
contenu en hydrates de carbone chez Achnantes brevipes (diatomée) dans N-lim et P-lim
associee a une augmentation de la production d’exsudats dans P-lim uniquement. Ce patron
n’est pas observé chez Skeletonema costatum (Myklestad, 1977) qui ne présente pas de
modification en cas de limitation de phosphore de sa production d’exsudats, ce qui implique

des réponses spécifiques face a une méme limitation.

Une exsudation des hydrates de carbone produits est observée chez de nombreuses especes
phytoplanctoniques et est souvent renforcée en cas de stress environnemental. Cette
augmentation du phénoméne d’exsudation peut provenir d’un phénomeéne de lyse cellulaire,
dd a un mauvais état général des cellules stressées, ou de cellules saines qui envoient a
I’extérieur de la cellule les hydrates de carbone présents dans le compartiment intracellulaire
(Myklestad, 2000; Staats et al., 2000). L’excrétion d’hydrates de carbone peut représenter
plusieurs avantages. Les hydrates de carbone exsudés peuvent servir en tant que
polyélectrolytes sur lesquels se lient les sels nutritifs, facilitant ainsi leur absorption en
condition limitée (Decho, 1990; Staats et al., 2000). Ces hydrates de carbone excrétés a
proximité de la cellule peuvent également former de la matiere accessible au compartiment
bactérien qui, en utilisant cette matiere carbonée, peut reminéraliser des éléments nutritifs
limitants (Rooney-Varga et al., 2005). Toutes ces modifications du contenu et de I’exsudation
en hydrates de carbone vont avoir, en plus des répercussions au niveau individuel, plusieurs
répercussions a I’échelle des communautés notamment au travers des réseaux trophiques. Le
phytoplancton, en tant que producteur primaire, se situe a la base des réseaux trophiques. Une
modification de la steechiométrie du phytoplancton, dont les ratios C :N et C :P ont tendance a
augmenter en cas de limitation en DIN et DIP, va donc avoir des conséquences sur les
niveaux trophiques supérieurs via des modifications de qualité nutritionnelle du
phytoplancton. Cet exces de carbone va se répercuter sur les organismes des niveaux
trophiques supérieurs qui vont devoir gérer I’exces de carbone et la diminution des ¢léments

limitants, aboutissant a des perturbations du métabolisme de ces consommateurs (pour une

105



synthese voir Hessen and Anderson, 2008). D’autre part, une augmentation de 1’exsudation,
attendue en cas de limitation en sels nutritifs, va favoriser la composante bactérienne qui
utilise ce carbone organique dissous comme source primaire de croissance (Bell, 1983).
Néanmoins, 1’utilisation de cette source de carbone par les bactéries se fait via 1’utilisation
d’un cortége enzymatique consommateur de DIN et DIP. En cas de limitation en ces
éléments, les bactéries ne pourront pas utiliser efficacement cette source de carbone. De plus
I’activité bactérienne risque de diminuer la part de DIN ou DIP disponible pour le
phytoplancton aboutissant a un phénomene de compétition pour ces éléments entre la
composante bactérienne et phytoplanctonique (Hessen and Anderson, 2008; Obernosterer and
Herndl, 1995).

La température va influencer la cellule phytoplanctonique a plusieurs niveaux notamment via
I’accélération des processus enzymatiques, aboutissant a une accélération du métabolisme
géneral des cellules. Par ailleurs, Toseland et al. (2013) suggérent que la température va
influencer I’allocation des ressources, a savoir 1’azote et le phosphore, avec une allocation
plus forte pour les processus photosynthétiques quand la température augmente alors qu’a

faible température la biosynthése (e.g. la synthése d’ARN) sera davantage favorisée.

Une augmentation de la production de TEP (Transparent Exopolymeric Particles) est souvent
observée quand la température augmente et ce jusqu’a un certain seuil au-dela duquel cette
production diminue (Claquin et al., 2008). Cependant ces auteurs mettent en avant le fait que
ce patron ne fonctionne pas pour toutes les especes, avec une absence de relation pour
Emiliania huxleyi (Prymnesiophyceae) et Lepidodinium chlorophorum (Dinophyceae).
Sayegh et Montagnes (2011) démontrent, quant a eux, une absence de relation entre la
température et le contenu en hydrates de carbone chez Isochrisis galbana et Nannochloropsis
Sp. Aucun lien clair n’est donc fait sur la relation entre la température et la production/le
contenu en hydrates de carbone particulaires chez les microalgues. Concernant les hydrates de
carbone dissous, une augmentation de la proportion des hydrates de carbone exsudés avec la
température est constatée dans diverses études (Borchard and Engel, 2012; Engel et al., 2011;
Wohlers et al., 2009). Cette forte production d’hydrates de carbone exsudés associée a une
augmentation de la température va favoriser la composante bactérienne qui utilise ces
hydrates de carbone comme source de carbone et qui voit ses réactions physiologiques
s’accélérer grace a I’augmentation de température. L’effet de la température se manifeste plus

rapidement sur le métabolisme des bactéries que sur le celui des organismes
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phytoplanctoniques accroissant alors 1’efficacité de la boucle microbienne (Von Scheibner et
al., 2014).

De nombreuses études ont porté sur les effets de la température ou de la limitation en sels
nutritifs sur les parametres biochimiques du phytoplancton, comme par exemple le
métabolisme carboné, mais peu d’entre elles se sont intéressées a 1’effet interactif de ces stress
environnementaux sur le contenu et le devenir des produits carbonés (Borchard and Engel,
2012; Vidyarathna and Granéli, 2013). Des effets interactifs de la température et de la
limitation en sels nutritifs existent et ont déja ét¢ mis en évidence sur d’autres parametres
comme la croissance (Rhee and Gotham, 1981) ou encore la taille des cellules (Peter and
Sommer, 2013). La présence d’interactions entre la température et les sels nutritifs n’est pas
étonnante compte tenu du réle essentiel de la température et de la disponibilité en sels nutritifs
sur le métabolisme phytoplanctonique. Des effets interactifs de ces parametres
environnementaux sur le métabolisme carboné ont d’ailleurs été¢ avancés dans les études
menées par Borchard & Engel (2012) et Vidyarathna et Granéli (2013). En effet, des contenus
en hydrates de carbone plus forts sont observés a température sub-optimale dans
I’expérimentation de Vidyarathna and Granéli (2013). Borchard et al. (2012), quant a eux,
montrent un renforcement de 1’augmentation de la quantité d’exsudats dans les conditions

limitées en azote quand la température augmente pour Emiliania huxleyi.

Concernant le facteur taille, peu d’études se sont intéressées a la relation taille/hydrates de
carbone du phytoplancton (Hitchcock, 1982; Lopez-Sandoval et al., 2014). Néanmoins,
Lopez-Sandoval et al. (2014) ont mis en évidence une relation positive significative entre la
production de Carbone dissous et la taille des cellules phytoplanctoniques. Par ailleurs, ces
auteurs montrent une absence de relation entre la proportion de Carbone exsudés (PER), qui
correspond a la production de carbone dissous divisée par la production totale de carbone
(particulaire plus dissous), et la taille, excluant ainsi 1’hypothése d’une exsudation des
hydrates de carbone uniquement via un phénoméne de diffusion. Bien qu’il soit acquis que la
quantité de carbone intracellulaire (ramenée au nombre de cellule) augmente avec la taille, di
a un squelette carboné plus grand, et que la quantité de carbone ramenée a une unité
volumétrique diminue avec la taille (Moal et al., 1987; Mullin et al., 1966), il n’existe que peu
d’informations quant a I’évolution du contenu en hydrates de carbone en fonction de la taille,
et particulierement en présence de stress environnementaux. Comme exemple, nous pouvons
citer les travaux de Hitchcock (1982) et de Moal et al. (1987) qui mettent en évidence une

diminution de la quantité d’hydrates de carbone par unité de volume et des différences de
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contenus entre groupes phytoplanctoniques en 1’absence de stress. Enfin, I’étude des réponses
du phytoplancton (en termes de contenu et production d’hydrates de carbone) a des stress
environnementaux, comme la température et la limitation en sels nutritifs, prenant en compte
des cellules de tailles et de groupes différents n’a que tres peu eté étudiée. Nous disposons en
effet que d’une seule publication sur ce sujet. Celle-ci concerne I’évolution de la fraction
dissoute en condition limitée en azote pour 22 taxons présentant un large gradient de taille
(Lopez-Sandoval et al., 2013).

Les objectifs de cette étude expérimentale sont multiples. Tout d’abord, nous nous proposons
d’étudier les effets de la limitation en azote et en phosphore inorganique dissous, de la
température, et de leurs interactions sur la production et le contenu en hydrates de carbone du
phytoplancton. Un indicateur de la capacité photosynthétique et un indicateur de la formation
de biomasse seront également étudiés afin de mieux appréhender les réponses obtenues sur les
hydrates de carbone. Deuxiémement, en travaillant sur cing taxons présentant des
caractéristiques de tailles différentes et appartenant a trois phylums différents, nous cherchons
a mettre en évidence des réponses spécifiques aux mémes conditions expérimentales. Enfin,
compte tenu du manque d’information qui ressort de notre revue de la littérature, nous
vérifierons la présence ou I’absence de relation entre la taille et la nature des réponses

obtenues dans les différentes conditions expérimentales.

V.2 Matériels et méthodes

I\VV.2.1 Espéces étudiées

Les caractéristiques principales des espéces étudiées sont décrites dans le chapitre 1 (Section
1.5.1). Nos cinq espéces d’intérét sont la cryptophyceaec Hemiselmis rufescens (Hr, PLY631),
la prymnesiophyceae Phaeocystis globosa (Pg) et trois diatomées centriques : Skeletonema sp.
(Ske, PLY®627), Thalassiosira rotula (Tr, CCAP1085/20) et Ditylum brightwellii (Db). Ces
especes appartiennent a des groupes phytoplanctoniques différents (trois diatomées, une
cryptophyceae et une haptophyceae), sont présentes en Manche Orientale et montrent un

patron de taille allant de 3 um pour la plus petite a 200 um pour la plus grande (Tableau 1.1).
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IVV.2.2 Dispositif expérimental

Afin de servir d’inoculum dans nos expérimentations, chaque espéce était conservée dans des
bouteilles en verre de 250 ml contenant du milieu F/2 (Guillard and Ryther, 1962) sur
lesquelles était posé un bouchon en silicone stérile empéchant la pénétration des bactéries
présentes dans 1’air (Hirschmann©, bouchons Silicosen) mais perméable a 1’air. Ces inocula
étaient placés dans une enceinte thermorégulée & 12°C, sous une intensité lumineuse de 250
umol photons.m?.s™ avec un cycle nycthéméral de 12 h. Durant leur phase exponentielle de
croissance un volume déterminé de ces cultures souches a été prélevé pour lancer les

experimentations.

Les expérimentations ont été réalisées dans des enceintes thermorégulées Minitron
(INFORS®) sous une lumiére de 110 umol photons.m™.s™ et un cycle jour/nuit de 12h/12h.
Afin d’étudier les effets de la limitation en phosphore inorganique dissous (DIP) et azote
inorganique dissous (DIN) sur différents traits de réponse, a savoir la biomasse, le taux de
transfert d’électrons du PSII, le contenu et la production en hydrates de carbone dissous et
particulaires, des cultures monospécifiques furent mises en place dans des bouteilles de 2 L
contenant de 1’eau de mer artificielle (35 PSU) dans laquelle était ajouté du milieu F/2
(Guillard and Ryther, 1962) sans azote ni phosphore. Le DIN et DIP ont alors été ajoutés sous
forme de KNO; et KH,PO, afin d’obtenir les concentrations suivantes : 50 umOI-N.I'1 et 1
pmol-P.I"! dans la condition limitée en phosphore (P-lim), 2 umol-N.I" et 5 pmol-P.I"* dans la
condition limitée en azote (N-lim) et 50 pmol-N.I"* et 5 umol-P.I" dans la condition Témoin
(Control). Afin de tester I’influence de la température chaque expérience a été menée a 10°C
et a 14°C. Une agitation orbitale de 125 et 60 rpm, respectivement pour les diatomées et les
flagellés (Hr et Pg) était appliquée pour minimiser le phénoméne de sédimentation. Jusqu’a la
fin de la phase exponentielle de croissance les cultures étaient maintenues en batch, la
biomasse (en tant que comptages cellulaires et fluorescence in vivo) et la concentration en sels
nutritifs étaient prélevées quotidiennement. A partir de la fin de cette phase, qui marque
I’entrée en phase de limitation, 200 ml de cultures étaient prélevés chaque jour et remplacés
par du milieu neuf. Ces 200 ml nous permettent alors d’étudier les concentrations en hydrates
de carbone, acides aminés, carbone organique total (COT), sels nutritifs, ainsi que les
parameétres photosynthétiques et la biomasse phytoplanctonique et bactérienne (ces
parametres étant détaillés ci-dessous). Durant 1’expérimentation, les prélévements étaient

effectués deux heures apres le début de la photophase.
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Les cultures étaient non axeniques. Afin de mesurer la concentration bactérienne dans nos
cultures, des prélevements réguliers (tous les trois jours) étaient effectués. Le dénombrement
des bactéries a été effectué au microscope a epifluorescence (Leitz DMRB®©, g x1000) selon
la méthode décrite par Porter & Feig (1980). La concentration bactérienne variait selon les
cultures et conditions mais n’a jamais dépassé 6,5:10* cellules par litre, excluant tout effet
significatif des bactéries dans nos cultures. Ce paramétre ne sera alors pas davantage exploité

dans cette étude.

IV.2.3 Suivi de biomasse

IV.2.3.1 Comptage cellulaire et mesure de volume cellulaire:

10 ml sont prélevés chaque jour pour I’estimation du nombre de cellules et les mesures de
volume cellulaire. Ce prélévement était fixé par I’ajout d’une solution de lugol (1% de
concentration finale), sauf pour Pg qui était fixé par I’ajout de glutaraldéhyde (1% de
concentration finale) (Vaulot et al., 1989) et conservé hermétiquement a 4°C en attente
d’analyse. Les préparations pour le comptage furent réalisées selon la méthode décrite par
Utermdhl (1931), en placant les échantillons dans des cuves de sédimentation durant au
minimum 8 h. Les comptages étaient effectués au microscope inversé (Nikon Eclipse
TE2000-S), suivant les procédures décrites par la « Baltic Marine Environment Protection
Commission - Helsinki Commission » (HELCOM, 1988). Le nombre de cellules coloniales
de Phaeocystis globosa est estimé suivant la méthode décrite par Rousseau et al. (1990).
Enfin DPestimation du volume cellulaire moyen était réalisée en mesurant 30 cellules,
sélectionnées de facon aléatoire, en appliquant la méthode et les formulations décrites par
Hillebrand et al. (1999).

IV.2.3.2 Mesure de fluorescence in vivo :

Un échantillon de 5 ml était prélevé quotidiennement pour 1’analyse de la fluorescence in
vivo. Cet échantillon était placé a 1’obscurité durant 15 minutes avant d’étre analysé avec un

fluorimétre Trilogy®© (Turner Designs).
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IV.2.4 Concentration en sels nutritifs

Deux prelévements quotidiens de 10 ml destinés a 1’étude de la concentration en sels nutritifs
(N, P et Si) inorganiques dissous ont été effectués et placés a -32°C en attente d’analyse, sauf
pour I’ammonium (Koroleff, 1969). Les concentrations en azote inorganique dissous (DIN, en
tant que somme de NO3z +NO;), en phosphate inorganique dissous (DIP) et en silicate
dissous (DSi) ont été mesurées sur un auto-analyseur Alliance (Alliance Futura Autoanalyser
11©) selon la méthode décrite par Aminot et Kérouel (2004). La concentration minimale
mesurée en DSi était de 100 pmol.I?, toutes expérimentations confondues, impliquant

I’absence de limitation en silice.

La concentration en ammonium a également été mesurée quotidiennement, sur des
prélevements de 10 ml non congelés, en appliquant la méthode colorimétrique décrite par
Koroleff (1969).

IVV.2.5 Hydrates de carbone dissous et particulaires

Trois prélévements destinés a 1’analyse des hydrates de carbone dissous et particulaires sont
effectués durant I’expérimentation. Le premier est effectué trois jours apres I’entrée en phase
de limitation puis un prélevement est effectué tous les deux jours. Un prélévement de 10 ml
de culture est placé dans un bain de glace afin de stopper les réactions et éviter les
modifications liées au stress résultant du prélevement. Rapidement, ce prélevement est
centrifugé a 4400 rpm durant 15 minutes afin de séparer les fractions particulaires (culot) et

dissoute (surnageant). Les échantillons sont ensuite placés & -32°C en attente d’analyse.

Avant dosage, les hydrates de carbone particulaires sont placés au surgélateur (-82°C) puis
Iyophilisés durant 24 h. Ces hydrates de carbone lyophilisés sont tout d’abord extraits dans 2
ml d’eau douce ultra pure et placés dans un bain a ultrason (280 Watts) a 30°C durant dix
minutes. L’échantillon est ensuite centrifugé dix minutes a 4400 rpm et le surnageant est mis
de cOté en attente de dosage. Le culot, quant a lui, subit une deuxiéme extraction au Na-

EDTA 0,1M pendant 4 h a température ambiante.

Le dosage des hydrates de carbone, dissous comme particulaires, s’effectue séparément pour
les monosaccharides et les polysaccharides qui nécessitent une hydrolyse acide (HCI, 1M) de
24 h a 100°C. Le dosage s’effectue selon la méthode décrite par Parson et al. (1984) utilisant
le 3-methyl-2-benzo thiazoline hydrazone hydrochloride (MBTH), qui produit un complexe

111



coloré absorbant a 635 nm. L’absorbance ainsi mesurée est alors comparée a celles d’une

gamme étalon de glucose. Les résultats sont exprimés en mg Eqglc.|™.

Le calcul de la production d’hydrates de carbone par jour et par cellule se fait par

I’application de la formule suivante :
S = [((St - St—l) + (St—l - So)D)V]/Ce”t

Avec S la production d’hydrates de carbone (mg Eqglc.cells™.day™), S; et Si.1 la concentration
d’hydrates de carbone aux jours t et t-1 (mg Eqglc.l™), So la concentration d’hydrates de
carbone du milieu neuf, V le volume total (1), Cell; la quantité de cellules au jour t (cell.I™"), et
D le taux de dilution (day™).

Le calcul du PER (Percentage Extracellular Release) est base sur la production d’hydrates de

carbone dissous (Sg) et particulaires (Sp) :

Sa

(S, +54)

PER =100 x

I\VV.2.6 Mesure du carbone organique particulaire (COT)

Des prélevements de 50 ml ont été réalisés trois fois durant I’expérience, les mémes jours que
ceux effectués pour I’étude des hydrates de carbone, et immédiatement filtrés sur des filtres en
fibre de verre Whatman GF/F, préalablement chauffés a 450°C pendant 4 h, pour I’é¢tude du
carbone organique particulaire total (COT). Ce COT a été mesuré sur un analyseur CHN (CE
instrument Fisons Na 2100) en utilisant de I’acétanilide comme standard carboné, de 1’0
ultra pur comme gaz de combustion et de I’hélium en tant que gaz de transport. Avant d’étre
analysés, les filtres ont été séchés et exposés a des vapeurs d’HCI durant 4h a des fins de
décarbonatation. Le carbone organique particulaire total (COT) sera utilisé dans notre étude

comme indicateur de biomasse.

IV.2.7 Chlorophylle a

La concentration en chlorophylle a a été mesuree selon le protocole décrit par Welshmeyer et
al. (1994) sans acidification. Un échantillon de 50 ml a été prélevé trois fois durant
I’expérimentation, filtré sur filtre GF/F (a 1’obscurité) et placé au surgélateur (-82°C) en

attente d’analyse. L’extraction de chlorophylle est réalisée en broyant les filtres dans 8 ml
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d’acétone 90%. L’échantillon était alors placé durant 12 h a 6°C et a ’obscurité. Une fois la
chlorophylle extraite, 1’échantillon est centrifugé a 3000 rpm pendant cinqg minutes pour
séparer la fraction particulaire, constituée de nombreux débris de filtre, et la fraction dissoute
contenant la chlorophylle a. La concentration de chlorophylle a était alors mesurée a 1’aide
d’un fluorimétre TRILOGY (Turner Designs) équipé du module « Chl-a N/A ». Un standard
de chlorophylle pur a été utilise pour la réalisation de la gamme étalon.

1\VV.2.8 Paramétres photosynthétiques

Afin de faire le lien entre la quantité d’hydrates de carbone et leur source, les réponses de la
photosynthese, ici en tant que taux de transfert d’électrons au niveau du PSII, sont étudiées.
Les protocoles expérimentaux et méthodes de calcul ont été décrits dans le chapitre précédent
(section matériels et méthodes). Pour cette étude nous nous concentrerons sur le taux de
transfert d’¢lectrons estimé dans des conditions lumineuses équivalentes a celles de nos
expérimentations : ETR®130. Le calcul de ce taux de transfert d’électrons a 110 umol
photons.m.s™ est possible & partir du taux de transfert relatif des électrons (rETRmax, Hmol e
.m?s?h), de Iefficacit¢ maximale relative d’utilisation de la lumiére (o, pmol e .pmol
photons™.s?), de la quantité de lumiére (E, ici E=110 pmol photons.m?s™ ), de la
concentration en chlorophylle a (Chl a, mg Chla.l"), du nombre de cellule (cell, en cellules.I
1) et du coefficient d’absorption spécifique de la chlorophylle a (a*, mamg Chla™) en

appliquant la formule suivante :

cell _—aE , Chla
ETRiSy = TETRpgxx | 1 — e "ETRmax | x a*x oll

IVV.2.9 Analyses statistigues

Afin de tester I’effet de la température, des sels nutritifs (N-lim ou P-lim) ou de leurs
interactions sur la quantité d’hydrates de carbone par cellule, la production d’hydrates de
carbone par cellule, le taux de transfert d’électrons & 110 umol photons™.m?.s™ (ETR110) et la
biomasse carbonée (POC), des modéles linéaires généraux (GLM) sont appliqués. Les
données utilisees correspondent aux mesures effectuées durant la phase stationnaire de
croissance pour les conditions limitées en sels nutritifs. Cette phase stationnaire est choisie car
elle marque la présence d’une limitation en sels nutritifs. De plus, les différentes variables

utilisees pour la GLM ne montraient pas d’évolution en fonction du temps. Ces données sont
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comparees aux valeurs du témoin qui, quant a eux, montrent des variations en fonction du
temps du fait de I’épuisement (pour certaines expérimentations) des sels nutritifs en toute fin
d’expérience. Les données représentatives du témoin ont donc été prises durant la phase de
croissance exponentielle, en absence de limitation. Afin de satisfaire les conditions
d’applications, les données ont été normalisées (i besoin) via des transformations de type
Box-Cox (Box and Cox, 1964). Une fois les effets de la température, des sels nutritifs ou de
leur interaction identifiés par les GLM, un test post hoc de Tukey était appliqué pour qualifier
statistiquement la présence ou 1’absence de différence significative entre les traitements en

fonction des conditions environnementales et de leur interaction.

Des régressions linéaires ont été effectuées afin de définir les relations entre la quantité
d’hydrates de carbone particulaires et dissous, dans les différents traitements aux deux
températures sans distinction de 1’espéce. Ces régressions, réalisés par traitement et par
température, sont toutes significatives (Rz>0.65, p<0.001). Une ANCOVA a ensuite été
réalisée pour tester si la température ou la limitation influencaient la pente de la régression et

I’ordonnée a I’origine.

V.3 Résultats

IVV.3.1 Quantité d’hydrates de carbone particulaires et dissous

Les réponses de la concentration en hydrates de carbone dissous et particulaires totaux par
cellule en fonction de la limitation en sels nutritifs, de la température ou de leurs interactions
ont été étudiées. Les résultats mettent en évidence des réponses spécifiques aux différentes
conditions environnementales. Les résultats seront donc décrits par espece dans un premier
temps. Dans une seconde partie nous décrirons les relations entre la taille et le contenu ou la

production de ces hydrates de carbone.
Ditylum brightwellii (Db)

Aucun effet 1i¢ a la limitation en sels nutritifs n’a été observé chez Db en ce qui concerne la
quantité d’hydrates de carbone dissous et particulaires totaux par cellule. Cependant, la
température influence ces deux paramétres, des valeurs plus fortes ayant été observées a 14°C

comparativement a 10°C (GLM, p<0,001). Toutes conditions confondues, les valeurs étaient
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en moyenne 2,2 et 2,9 fois supérieures a 14°C respectivement pour les hydrates de carbone

dissous et les hydrates de carbone particulaires (Fig.1V-1).
Thalassiosira rotula (Tr)

Le patron de réponse chez Thalassiosira rotula (Tr) présente des effets interactifs des sels
nutritifs et de la température sur les hydrates de carbone dissous et particulaires (Fig.IV-1).
Ces interactions aboutissaient a des valeurs 3 et 2,4 fois plus élevées dans N-lim et P-lim par
rapport au témoin a 10°C et 4 et 6,3 plus élevées dans N-lim et P-lim comparé au témoin a
14°C (Tukey, p<0,05) en ce qui concerne les hydrates de carbone dissous. Cette plus forte
différence entre le témoin et les conditions limitées a 14°C s’explique par une diminution de
la concentration en hydrates de carbone dissous par cellule dans le témoin & 14°C (0,09 ng
Eqglc.cell™) en comparaison des valeurs du témoin & 10°C (0,29 ng Eqglc.cell™) (Fig.IV-1a).
Le méme patron que celui observé pour les hydrates de carbone dissous par cellule était
observé pour les hydrates de carbone particulaires avec des valeurs plus élevées en condition
limitée que dans les témoins. En effet, des contenus en hydrates de carbone particulaires 3 et
2,5 fois plus élevés que dans le témoin étaient observés dans N-lim et P-lim a 10°C. A 14°C,
la différence est plus marquée avec des valeurs 5,8 et 12,3 fois plus élevées dans N-lim et P-
im par rapport au témoin. La encore ce patron résulte d’une diminution du contenu en
hydrates de carbone particulaires dans le témoin & 14°C (0,27 ng Eqglc.cell™)

comparativement au contenu & 10°C (1,16 ng Eqglc.cell™®) (Fig.I1V-1b).
Skeletonema sp.(Ske)

Ske montrait également des effets interactifs de la température et des sels nutritifs sur les
quantités d’hydrates de carbone dissous et particulaires ramenées au nombre de cellules
(GLM, p<0,01). Aucune différence dans la quantité d’hydrates de carbone dissous n’était
observée a 10°C tandis qu’a 14°C les conditions limitées présentent des valeurs d’hydrates de
carbone dissous 1,4 fois supérieures au témoin (Fig.IV-1). Les valeurs observées a 14°C dans
les conditions limitées ne différent pas significativement de celles observées a 10°C. La
différence observée a 14°C résulte d’une diminution de la quantit¢ d’hydrates de carbone

dissous dans le témoin & 14°C tout comme pour Tr (Tukey, p<0,05).

Les hydrates de carbone particulaires présentent quelques différences dans leur patron de
réponse face aux interactions sels nutritifs/température. Tout d’abord, comme observé pour

les hydrates de carbone dissous, il n’y avait aucune différence dans le contenu en hydrates de
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carbone par cellules a 10°C en fonction de la condition. A 14°C, les cellules contenaient
davantage d’hydrates de carbone dans les conditions limitées que dans le témoin, avec des
contenus 4 fois plus élevés en conditions limitées. De plus dans P-lim ces valeurs étaient
supérieures a celles observées a 10°C (Tukey, p<0,05). Enfin, comme observé pour Tr, le
témoin a 14°C présente un contenu moyen en hydrates de carbone inférieur a celui observe a
10°C avec une diminution de I’ordre de 4 fois. Des différences plus fortes entre les conditions
limitées et le témoin sont observées a 14°C comparativement a 10°C pour Ske (Fig.I1V-1).

Phaeocystis globosa (Pg)

Pg est marquée par 1’absence d’interactions sels nutritifs/température associée a de fortes
variabilités de la quantité d’hydrates de carbone dissous et particulaires ramenée au hombre
de cellules. Du fait de cette variabilité aucun effet sels nutritifs ou température n’est observé
sur les hydrates de carbone dissous (Fig.IV-1a). Concernant les hydrates de carbone
particulaires, un effet sels nutritifs et température est observé a 14°C tandis qu’a 10°C les
contenus en hydrates de carbone particulaires ne différent pas quel que soit le traitement ou la
température (Fig.IV-1b). A 14°C, Pg montrait des valeurs d’hydrates de carbone particulaires
par cellule dans le milieu N-lim 6,5 fois plus élevées que dans le témoin. Cette valeur est
également significativement plus élevée que celles observées a 10°C quelle que soit la
condition (Tukey, p<0,05).

Hemiselmis rufescens (Hr)

Tous les parametres relatifs a la quantité d’hydrates de carbone ramenée au nombre de
cellules répondaient & un effet température et sels nutritifs, et ce, sans interaction entre ces
deux conditions environnementales (GLM, p<0,001). Premierement, une augmentation de la
quantité d’hydrates de carbone dissous était observée dans les conditions N-lim & 10°C (0,18
ng Eqglc.cell’) et dans les conditions N-lim (1,22 ng Eqglc.cell®) et P-lim (0,55 ng
Eqglc.cell®) & 14°C comparativement aux valeurs relevées dans les conditions témoin & 10°C
(0,02 ng Eqglc.cell™) et 14°C (0,07 ng Eqglc.cell™®) (Fig.I1V-1a). De plus, une augmentation de
la quantité d’hydrates de carbone dissous avec la température était observée. Deuxiémement
concernant les hydrates de carbone particulaires, une augmentation, avec des valeurs 11 et 14
fois supérieures, dans la condition N-lim a 10° C et 14°C comparativement au témoin était
observée (Fig.IV-1b). L’effet température est toujours le méme quel que soit le paramétre
d’intérét avec une augmentation de la quantité d’hydrates de carbone par cellules quand la

température augmente, comme observé pour Db et pour la condition N-lim chez Pg.
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I\VV.3.1 Effet taille

Il existe une relation linéaire positive significative entre la taille et la quantité d’hydrates de
carbone dissous et la quantité d’hydrates de carbone particulaires par cellule (Fig.IV-2) (R?>
0,40, p<0,001), et ce, méme en 1’absence de distinction de traitement et de température. Les
mémes relations étaient observées pour la production d’hydrates de carbone par cellule, en ng
Eqglc.cell jour! (R20,31, p<0,001). Aucune relation significative n’a été trouvée
concernant la proportion d’hydrates de carbone exsudés, communément appelée PER
(Percentage Extracellular Release), en fonction du volume de la cellule. Cette absence de

relation due a une forte variabilité, implique des réponses différentes de nos espéces

indépendamment de la taille, méme au sein du groupe des diatomées (Fig.IV-3).
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Fig. IV-1: effets de la température (crochet supérieur), de la limitation en sels nutritifs (crochets
inférieurs) ou de leur interaction (Int) sur la quantité d’hydrates de carbone dissous (a) et
particulaires (b) totaux par cellule pour Db, Tr, Sk, Pg et Hr dans les conditions limitées en azote
(‘espece’-N), en phosphore (‘espéce’-P) ou dans le témoin (‘espéce’-C) a 10°C et 14°C. Pour chacune
des espéces, les moyennes ne montrant pas d’attributs en commun sont significativement
différentes (Test post-hoc de Tukey <0,05). Les résultats du modeéle linéaire général significatifs sont
indiqués de la maniere suivante : * pour p<0,05, ** pour p<0,01, *** pour p<0,001 et NS quand les
différences sont non significatives. Les barres représentent les écarts types.

Si la relation entre le contenu en hydrates de carbone et le volume de la cellule n’est plus
abordée en quantité d’hydrates de carbone par cellule mais ramenée a une unité volumétrique
le patron observé n’est plus le méme. En effet, une relation lin€aire significative négative
entre la quantité d’hydrates de carbone dissous par unité de volume et la taille était présente
(Fig.IV-4a; R?2=0,56, p<0,001). Une relation similaire était observée entre la taille et le
contenu en hydrates de carbone particulaires (Fig.IV-4b; R2=0,43, p<0,001). Les mémes
relations étaient observées pour la production d’hydrates de carbone par unité de volume, en
ng Eqglc.um?jour® (R2>0,23, p<0,001). Il apparait que le contenu et la production
d’hydrates de carbone par cellule sont élevés chez Hr compte tenu de sa taille, Hr présentant a
14°C les plus grandes quantités d’hydrates de carbone par unité de volume. Cela influencait la

régression en apportant de la variabilité et un écart a la régression (Fig.l1\V-4).

118



log sucres dissous totaux

log sucres particulaires totaux

T T T

2 3 4
loa volume

Fig. IV-2 : Evolution du logarithme de la quantité d’hydrates de carbone dissous (a) et particulaires (b)
totaux (ng Eqglc.cell™) par cellule en fonction du logarithme du biovolume (um?) dans les conditions
P-lim (gris clair), N-lim (gris foncé) et témoin (noir) a 10°C (cercle) et 14°C (triangle)
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Fig. IV-3: Pourcentage d’hydrates de carbone exsudés (PER) en fonction du logarithme du biovolume
(um?) (a) dans les conditions P-lim (gris clair), N-lim (gris foncé) et témoin (noir) a 10°C (cercle) et
14°C (triangle). (b) Evolution de la quantité d’hydrates de carbone particulaires en fonction de la
guantité d’hydrates de carbone dissous pour Db, Tr, Ske, Pg et Hr dans les conditions P-lim (gris clair),
N-lim (gris foncé) et témoin (noir) a 10°C (cercle) et 14°C (triangle). Les régressions linéaires suivent
le méme code couleur que les conditions. En trait plein les différentes conditions a 10°C. En pointillé
les différentes conditions a 14°C

IV.3.2 Relation hydrates de carbone particulaires/hydrates de carbone dissous

Des régressions linéaires ont été tracees, pour chaque condition a chaque température, afin de
qualifier les relations entre la quantité d’hydrates de carbone particulaires et la quantité

d’hydrates de carbone dissous. Quel que soit le traitement ces deux variables sont
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positivement corrélés, la quantité d’hydrates de carbone particulaires augmente avec la
quantité d’hydrates de carbone dissous (Rz>0,65, p<0,001). Les analyses de covariance
(ANCOVA) indiquent que la temperature et la condition de sels nutritifs n’influencent ni la
pente des régressions, ni 1’ordonnée a 1’origine (ANCOVA, p>0,05). L’évolution de la
quantité d’hydrates de carbone particulaires par rapport aux hydrates de carbone dissous est

donc la méme quelle que soit la condition (Fig. 1V-3).
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Fig. IV-4: Evolution du logarithme de quantité d’hydrates de carbone dissous totaux (a, ng Eqglc.jour
'.um?) et du contenu en hydrates de carbone particulaires (b, ng Eqglc.um™) par unité de biovolume
en fonction du logarithme du biovolume (um?) dans les conditions P-lim (gris clair), N-lim (gris foncé)
et témoin (noir) a 10°C (cercle) et 14°C (triangle).
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IV.3.3 Photosynthese

La production d’hydrates de carbone dépend directement de I’activité photosynthétique des
cellules algales. Les effets de la limitation en sels nutritifs, de la température ou de leurs
interactions sur le taux de transfert d’électrons du PSII (ETR®"150), sous une intensité
lumineuse de 110 pmol photons.m™.s™, calculé selon le modéle de Webb et al. (cf chapitre
précédent), sont étudiés (Fig.IV-5). Ce taux de transfert d’électrons diminue dans les
conditions N-lim pour Db selon I’interaction de la température et des sels nutritifs. Un effet
plus fort est observé a 10°C avec des valeurs 4,1 fois et 1,2 fois inférieures au témoin a 10°C
et 14°C. Un effet sels nutritifs aboutit & une diminution de ETR®"134 dans les conditions
limitées pour Tr et Ske. De plus les valeurs observees dans les conditions limitées a 14°C sont
significativement plus basses que celles rencontrées a 10°C montrant, a 1’inverse de Db, un
renforcement de I’effet sels nutritifs a 14°C. Un effet interactif ameéne a une diminution de
ETR®",3, dans la condition N-lim & 10°C pour Pg tandis qu’a 14°C aucun effet significatif
n’est observé. Enfin Hr, présentait un effet interactif des sels nutritifs et de la température

ell

avec une diminution significative de ETR®";;, uniquement dans N-lim (4,7 10 umol.cell™*.s

1) & 14°C comparativement au témoin (4,3 10 umol.cell*.s™).

IVV.3.1 Carbone organique particulaire total (COT)

Le carbone organique particulaire (COT) est ici utilisé en tant qu’indicateur de biomasse
carbonée. Ce COT, qui résulte de la photosynthese, variait de maniére spécifique en réponse a

la limitation en sels nutritifs, a la température ou a leurs interactions.

Db présentait dans la condition N-lim des valeurs de COT 1,4 fois inférieures a celles
observées dans le témoin & 10°C et 14°C (Tukey, p<0,05) (Fig.IV-6), les conditions P-lim et
témoin ne différant pas entres elles (Tukey, p>0,05). De plus une diminution du COT avec la
température était observée (GLM, p<0,001). Concernant Tr, un effet interactif sels
nutritifs/température était observé et résultait en la diminution de la quantité de carbone dans
les conditions limitées en sels nutritifs comparé aux témoins quelle que soit la température
(Tukey, p<0,05). A 10°C, des valeurs 4,1 et 6,1 fois inférieures a celles du témoin étaient

observées dans N-lim et P-lim. Ces derniers ne différant pas entre eux.
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Fig. IV-5: effets de la température (crochet supérieur), de la limitation en sels nutritifs (crochets
inférieurs) ou de leur interaction (Int) sur le taux de transport d’électron (ETR®",,,, pumol e".cell) 3 la
lumiére d’exposition de I'expérimentation ( 110 umol photons.m™.s™) pour Db, Tr, Sk, Pg et Hr dans
les conditions limitées en azote (‘espece’-N), en phosphore (‘espece’-P) ou dans le témoin (‘espéce’-
C) a 10°C et 14°C. Pour chacune des espéces, les moyennes ne montrant pas d’attributs en commun
sont significativement différentes (Test post-hoc de Tukey <0,05). Les résultats du modéle linéaire
général significatifs sont indiqués de la maniére suivante : * pour p<0,05, ** pour p<0,01, *** pour
p<0,001 et NS quand les différences sont non significatives. Les barres représentent les écarts types.

A 14°C, une diminution de 5,2 et 3 fois a été mesurée dans le N-lim et P-lim comparé au
témoin. La biomasse carbonée dans P-lim étant, cette fois-ci significativement supérieure a N-
lim (Tukey, p<0,05). Des interactions ont également été constatées sur le COT chez Ske, avec
des valeurs inférieures au témoin dans les conditions limitées, tandis qu’il n’y avait aucune
différence entre N-lim et P-lim a une méme température. A 10°C, une diminution du COT de
3,2 dans la condition N-lim et 2,2 fois dans P-lim était mesurée tandis qu’a 14°C les valeurs
dans les conditions limitées étaient 4,5 fois inférieures a celle du témoin (Tukey, p<0,05).
Enfin, la biomasse carbonée était plus faible a 14°C qu’a 10°C. Un effet sels nutritif et un
effet température, sans interaction, a été observé chez Pg avec une diminution du COT de 2,8
et 2 fois dans les conditions N-lim et P-lim par rapport au témoin a 10°C et de 4,2 et 2,5 fois
dans les conditions N-lim et P-lim a 14°C (Fig.IV-6). Comme observé pour Ske, une
diminution de la biomasse carbonée était observée a 14°C (GLM, p<0.001). Concernant Hr, le
COT répondait a I’interaction entre les sels nutritifs et la température (GLM, p<0,01). La
condition N-lim montrait des valeurs 2,7 et 2,1 fois inférieures a celles du témoin
respectivement a 10°C et 14°C. La condition P-lim ne montrait pas de différences avec le
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témoin a 10°C tandis qu’a 14°C le COT dans P-lim était 1,2 fois inférieure a celles du témoin
(Tukey, p<0,05) (Fig.IV-6).

Les effets de la limitation en sels nutritifs n’aboutissent qu’a un effet moindre chez Db
comparativement aux autres espéces, soulignant encore une fois la faible réponse de cette

espece a la limitation en sels nutritifs.
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Fig. IV-6: effets de la température (crochet supérieur), de la limitation en sels nutritifs (crochets
inférieurs) ou de leur interaction (Int) sur biomasse carbonée (ug C.I"!) pour Db, Tr, Sk, Pg et Hr dans
les conditions limitées en azote (‘espece’-N), en phosphore (‘espéce’-P) ou dans le témoin (‘espéce’-
C) a 10°C et 14°C. Pour chacune des espéces, les moyennes ne montrant pas d’attributs en commun
sont significativement différentes (Test post-hoc de Tukey <0,05). Les résultats du modele linéaire
général significatifs sont indiqués de la maniére suivante : * pour p<0,05, ** pour p<0,01, *** pour
p<0,001 et NS quand les différences sont non significatives. Les barres représentent les écarts types.

V.4 Discussion

Notre étude fait apparaitre d’intéressants patrons de variations spécifiques de la production
d’hydrates de carbone en réponse a la température, la concentration en sels nutritifs et leurs
interactions. En effet, Db montre une augmentation de la quantité d’hydrates de carbone
dissous et particulaires a 14°C tandis que la quantité d’hydrates de carbone est indépendante
de la concentration en sels nutritifs pour cette espece. Tr, Ske, Pg et Hr présentent des
variations specifiques de leur quantité d’hydrates de carbone particulaires et/ou dissous

différentes selon 1’élément nutritif limitant, la température voire leurs interactions.
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Contrairement a la production d’hydrates de carbone chez Db, Hr et Tr sur lesquelles il existe
un manque de connaissance du fait de 1’absence de littérature, les effets des conditions
environnementales sur la production d’hydrates de carbone chez Pg et Ske sont davantage
connus. Néanmoins les patrons de réponse observés chez ces especes different quelque peu

des observations de nos prédécesseurs.

La limitation en sels nutritifs et la tempeérature vont influencer la physiologie de la cellule a
plusieurs niveaux, en amont et en aval de la production d’hydrates de carbone, qui se révélent
interdépendants. Par ailleurs, contrairement aux résultats décrits dans le chapitre précédent sur
la photosynthese qui montrait un patron de réponse tributaire de la taille des cellules en
fonction des différentes conditions expérimentales, la production d’hydrates de carbone va
davantage dépendre du taxon étudié que du volume de la cellule. Nous aborderons donc nos
résultats en détaillant tout d’abord les réponses de la quantité d’hydrates de carbone dissous et
particulaires, du taux de transfert d’électrons et de la concentration en COT a la limitation en
azote et phosphore. Puis nous nous intéresserons a 1’effet de la température sur ces mémes
paramétres. Enfin nous verrons quelles sont les conséquences de I’interaction sels nutritif-
température, quand elle existe, sur ces différents niveaux d’études. Dans une deuxiéme partie,
nous discuterons des relations entre le contenu et la production d’hydrates de carbone tout

d’abord en fonction de la taille puis en fonction du taxon.

I\VV.4.1 Effet de la température, de la limitation en azote ou en phosphore ou de leurs
interactions

IV.4.1.1 Effet de la concentration en sels nutritifs sur la quantité d hydrates de
carbone

Les effets de la limitation en sels nutritifs sont étudiés a trois niveaux : la quantité d’hydrates
de carbone particulaires et dissous, la photosynthése via le taux de transfert d’électrons a 110
umol photons.m?.st (ETR®,30) et enfin la biomasse carbonée (COT) qui résulte de
I’intégration de ces hydrates de carbone particulaires pour la production de cellules. Ces trois
niveaux d’études sont interdépendants et leur etude simultanée nous permet de mieux
comprendre les variations observées sur les hydrates de carbone particulaires et dissous. Il n’y
pas de patron de réponse commun quant a I’évolution de la quantité d’hydrates de carbone
particulaires et dissous en réponse aux limitations en DIN et DIP. En effet, ce patron de

réponse varie selon I’espéce considérée.
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Concernant Ske, une diminution de ETR®";1, et de la biomasse carbonée était observée dans
les conditions limitées quelle que soit la température. Concernant la quantité d’hydrates de
carbone, a 10°C aucun effet de la limitation en azote ou phosphore n’était observé sur les
hydrates de carbone particulaires alors qu’a 14°C une augmentation de la quantité d’hydrates
de carbone par cellule dans les conditions limitées en azote et en phosphore était observeée, en
accord avec les observations de Granum et al. (2002) et Myklestad (1977) pour I’effet azote et
Urbani et al. (2005) pour I’effet phosphore chez Skeletonema costatum. A 10°C le
métabolisme est fortement ralenti, la température optimale pour la production carbonée de
Skeletonema costatum et Skeletonema marinoi se situant davantage aux alentours de 20°C
(Claquin et al., 2008; Hitchcock, 1980). Cela implique une production moindre d’hydrates de
carbone, associée a une production moindre de cellule, et donc, que la production d’hydrates
de carbone n’excéde pas les besoins métaboliques des cellules a 10°C, du fait d’un
métabolisme global plus lent. Les études précédemment menées sur Skeletonema costatum
ont été réalisées a des températures supérieures a 10°C, a savoir 13°C par Granum et al.
(2002) et Myklestad (1977) et 18°C pour Urbani et al. (2005). Ces différences de température
peuvent étre a 1’origine des différences observées entre nos études respectives. Concernant les
hydrates de carbone dissous, Ske est connue pour ne pas excréter davantage d’hydrates de
carbone dans des conditions de limitation en sels nutritifs (Granum et al., 2002; Myklestad,
1977; Urbani et al., 2005). Nous observons la méme réponse a 10°C. A 14°C une différence
significative existe entre les conditions limitées en azote et phosphore et le témoin qui
présente des quantités d’hydrates de carbone dissous nettement inférieures. Cette différence
entre les conditions limitées et le témoin peut soit (1) résulter d’une augmentation de
I’exsudation en condition limitées, ou (2) dépendre du taux de croissance fort des cellules
dans le témoin & 14°C qui, par conséquent, présentent une quantité d’hydrates de carbone par
cellule plus faible (Wang et al., 2010). La quantité d’hydrates de carbone particulaires dans le

témoin montre la méme tendance, renforgant I’hypothése basée sur le taux de croissance.

En ce qui concerne Pg, une augmentation des hydrates de carbone particulaires dans la
condition N-lim est observée a 14°C, en concordance avec la littérature (Mari et al., 2005;
Van Rijssel et al., 1997), alors que dans les autres conditions le patron observé dérive de celui
attendu. En effet, aucun effet significatif de la limitation en azote (a 10°C) et en phosphore
(quelle que soit la température) n’est observé sur la quantité d’hydrates de carbone dissous et
particulaires par cellules. L’augmentation de la quantité d’hydrates de carbone particulaires

dans N-lim a 14°C est liée a une diminution de D’investissement dans la formation de
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biomasse alors que la production d’hydrates de carbone via la photosynthése perdure.
Concernant les hydrates de carbone dissous & 10°C et 14°C, et les hydrates de carbone
particulaires a 10°C, I’absence de réponse a la limitation en sels nutritifs est due a de forts
écarts types, probablement liés au cycle de vie de Pg. En effet cette espeéce montre dans nos
expeériences, selon les conditions et parfois méme les réplicas, une alternance rapide des
formes flagellées et coloniales qui présentent des caractéristiques physiologiques différentes
(Verity et al., 1991). Malgré 1’absence de réponse au niveau des hydrates de carbone, une
diminution de ETR®",; dans N-lim ainsi qu’une diminution de biomasse sont observées a

10°C dans les milieux limités en sel nutritifs résultant de I’effet de ces limitations.

Il n’existe, a notre connaissance, pas de littérature sur 1’effet de la limitation en DIN ou DIP
sur la production d’hydrates de carbone chez Db, Tr et Hr. Ces trois espéces présentent des
patrons de réponse différents aux mémes limitations. En effet, aucun effet de la limitation en
sels nutritifs sur la production d’hydrates de carbone chez Db n’est ici mis en évidence.
Malgré I’absence de réponse quant a la production d’hydrates de carbone, une diminution de
ETR®",3, associée & une diminution de biomasse carbonée sont observées dans la condition
N-lim. Un effet négatif de la limitation en azote est alors observeé en amont et en aval de la
production d’hydrates de carbone qui, elle, ne differe pas selon les conditions. Cela peut
résulter d’une utilisation des hydrates de carbone en continu, au fur et a mesure de leur
production, conduisant a I’absence d’accumulation d’hydrates de carbone. La quantité
d’hydrates de carbone produits n’excéderait pas les besoins des cellules en condition limitée
en azote quelle que soit la température. Cela se répercute également sur la quantité d’hydrates
de carbone dissous. Cette observation pourrait également étre liée a la taille des cellules, Db
montrant les plus grandes cellules dans notre étude. Les réponses observées ici qui peuvent

étre liées a la taille seront détaillées plus loin dans la discussion.

Tr montre un patron de réponse, plus en accord avec celui largement observé chez diverses
diatomées, qui se traduit par I’augmentation de la quantité d’hydrates de carbone particulaires
et dissous par cellule dans les conditions limitées en azote et en phosphore comme 1’ont déja
observé, par exemple, Myklestad (1974, 1977) et Urbani et al. (2005) sur d’autres
Thalassiosirales. Cette augmentation de la quantité d’hydrates de carbone par cellule est
associée & une biomasse carbonée et un ETR®" ;3o moindres. Chez Hr, une augmentation de la
quantité d’hydrates de carbone particulaires est observée dans la condition N-lim en accord
avec les observations qu’avaient fait Da Silva et al. (2009) chez une autre cryptophyceae.

Cette augmentation d’hydrates de carbone particulaires est suivie par une augmentation de la
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quantité d’hydrates de carbone dissous dans la condition N-lim. Le phosphore a une influence
moindre que 1’azote sur la quantité d’hydrates de carbone dissous et particulaire. En effet,
seule une augmentation d’hydrates de carbone dissous a 14°C est observée pour Hr dans les

conditions limitées en phosphore.

IV.4.1.2 Effets de la température

La température est un parameétre environnemental d’importance sur la physiologie du
phytoplancton compte tenu de la dépendance a la température des processus enzymatiques
(Brown et al., 2004; Gillooly et al., 2001). La littérature montre que, dans une gamme de
températures favorables, I’activité photosynthétique des microalgues a tendance a augmenter
avec la température, et ce jusqu’a une température optimale a partir de laquelle la capacité
photosynthétique diminue (Davison, 1991). Il en est de méme pour le taux de croissance
(Gillooly et al., 2001; Raven and Geider, 1988). Le taux de croissance et la quantité
d’hydrates de carbone particulaires étant négativement corrélés, une diminution de la quantité
d’hydrates de carbone par cellule quand la température augmente est en théorie attendue en

absence d’autre stress.

De ce que nous en savons, il n’y a pas d’études qui traitent de 1’effet température sur la
production d’hydrates de carbone pour Db, Tr, Pg et Hr et, comparativement aux sels nutritifs,
peu d’études se sont intéressées a I’évolution de la quantit¢ d’hydrates de carbone
particulaires et dissous en fonction de la température. De plus, ces études n’ont pas
necessairement été réalisees dans la méme gamme de température que nos expérimentations,
compliquant alors la comparaison des résultats obtenus ici a ceux des autres études. Toutefois,
ces etudes mettent en évidence ’existence de relations spécifiques entre la température et la
production d’hydrates de carbone. En effet, Claquin et al (2008) en étudiant la production de
TEP (Transparent Exopolymeric Particles), qui représentent une fraction de nos hydrates de
carbone particulaires dans cette étude, ont mis en évidence des réponses spécifiques en
fonction de la température avec une augmentation de la quantité de TEP quand la température
augmente jusqu’a une température optimale pour les diatomées tandis que Emiliana huxleyi
(Haptophyceae) et Lepidodinium chlorophorum (Dinophyceae) ne montraient pas de lien clair
entre production de TEP et température. En s’intéressant a la relation hydrates de
carbone/température chez une diatomée, deux cryptophycées et une prymnesiophycée,

Renaud et al. (2002) ont également mis en évidence que cette relation était espece dépendante

128



avec une cryptophycée qui produisait davantage d’hydrates de carbone a 33°C
comparativement a 25, 27 et 30°C, tandis que les trois autres espéces ne montraient pas de
patron clairement défini. Une augmentation de la quantité d’hydrates de carbone particulaires
et dissous par cellule avec la température est observée chez Db et Hr comme ’avaient observé
Claquin et al. (2008) sur a production de TEP de diatomées et Renaud et al. (2002) sur
Rhodomonas sp. (cryptophyceae). Néanmoins les autres parametres étudiés n’évoluent pas de
la méme fagon pour Db et Hr. Concernant Db, I’augmentation d’hydrates de carbone par
cellule s’accompagne d’une quantité de biomasse carbonée moindre a 14°C comparée a 10°C,
la photosynthese ne montrant pas de variations en fonction de la température dans les
conditions P-lim et Control tandis que dans la condition N-lim un renforcement de 1’effet sels
nutritifs est observé a 10°C. Cette diminution de I’investissement des hydrates de carbone
dans la formation de biomasse a 14°C conduit & une quantité d’hydrates de carbone
particulaires et dissous plus forte a 14°C. D’un autre coté pour Hr, la biomasse carbonée est
peu impactée, le taux de transfert d’électrons ne varie pas en fonction de la température tandis
que les quantités d’hydrates de carbone sont supérieures a 14°C pour les conditions limitées
en comparaison de celles observées a 10°C. Cette augmentation pourrait résulter d’une plus
forte allocation des ressources (DIN ou DIP) vers les processus photosynthétiques quand la
température augmente comme le suggérent Toseland et al. (2013) ou encore Parker and
Armbrust (2005), impliquant une plus forte production d’hydrates de carbone. La méme
tendance est observée pour les hydrates de carbone dissous avec, en plus, une augmentation
pour le témoin avec la température, renforcant ainsi I’hypotheése d’une plus forte allocation
des ressources a 14°C pour la photosynthése. Cette hypothése est également envisageable
pour Db.

Un autre patron de réponse est observé pour Tr et Ske. Une diminution de la quantité
d’hydrates de carbone particulaires quand la température augmente dans la condition témoin
est observée conformément a ce qui avait été mis en évidence par Hitchcock (1980) chez
Skeletonema costatum en I’absence de limitation. La méme réponse a la température est mise
en évidence sur les hydrates de carbone dissous. Enfin, contrairement a Tr, Ske montre une
augmentation de la quantité d’hydrates de carbone particulaires par cellule dans les conditions
limitées quand la température augmente. Cette augmentation est associée a la diminution de la
production de biomasse carbonée et de la capacité photosynthétique qui sont représentatives
d’un dysfonctionnement du métabolisme cellulaire dans les conditions limitées qui est

renforcé par 1’augmentation de la température. Cette observation pourrait résulter, d’une part,
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de I’augmentation de la vitesse des réactions des enzymes jouant un role dans la production
d’hydrates de carbone quand la température augmente, et d’autre part, d’un investissement
plus fort des sels nutritifs dans la photosynthese (Parker and Armbrust, 2005; Toseland et al.,
2013). Ces deux processus augmentent la sensibilité de la photosynthése et la production

d’hydrates de carbone a la limitation en sels nutritifs quand la température augmente.

Enfin, concernant Pg, une augmentation du contenu en hydrates de carbone particulaires est
observée dans N-lim quand la température augmente. Cela résulte d’une part, d’une
augmentation du taux de transfert d’électrons dans cette condition a 14°C et d’autre part, d’un
investissement moindre dans la production de cellules aboutissant a une diminution de la

biomasse carbonée.

Nous observons donc des réponses spécifiques quant a la quantité d’hydrates de carbone
dissous et particulaires en fonction de la température. De plus, I’effet de la température sur ces
paramétres est plus faible que I’effet sels nutritifs, comme nous 1’avons déja montré sur la
capacité photosynthétique (chapitre 2) et comme 1’ont montré Borchard et Engel (2012) sur
I’exsudation d’hydrates de carbone d’Emilinia huxleyii, Marafion et al. (2014) sur le taux de
croissance ou encore Peter et Sommer (2013) sur la taille des cellules. Néanmoins un effet

température est observé sur toutes les especes considérées.

Concernant plus spécifiqguement la proportion d’hydrates de carbone exsudés, une
augmentation de 1’exsudation d’hydrates de carbone est attendue avec 1’augmentation de
température (Borchard and Engel, 2012; Engel et al., 2011; Moran et al., 2006; Wohlers et
al., 2009). Cette tendance n’est pas observée dans notre étude, le pourcentage d’hydrates de
carbone exsudés n’étant relié¢ ni a la température, ni a la limitation en sels nutritifs mais est
davantage dépendant de 1’espéce considérée et de la quantité d’hydrates de carbone

particulaires.

IV.4.2 Effets de ’interaction sels nutritifs/température

Les effets simultanés de plusieurs stress environnementaux (température, lumiere, sels
nutritifs) sur la physiologie algale existent du fait de 1’implication de ces facteurs sur les
fonctions physiologiques comme la photosynthése, la production d’hydrates de carbone ou
encore la croissance. Ces facteurs environnementaux vont influencer ces parametres

physiologiques via des voies d’actions différentes. Des études se sont intéressées aux effets
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interactifs de la température et de I’intensité lumineuse (e.g. Morgan and Kallf, 1979; Smith
and Morris, 1980; Sorokin and Krauss, 1962) ou encore aux interactions entre la limitation en
sels nutritifs et I’intensité lumineuse (e.g. Cloern et al., 1995; Morris et al., 1974) mais,
comme le soulignent Juneja et al. (2013), peu d’études se sont attachées a décrire les
interactions sels nutritifs/température sur la physiologie des microalgues et particulierement
sur la production d’hydrates de carbone (Borchard and Engel, 2012; Vidyarathna and Granéli,
2013). L’effet interaction entre la température et les sels nutritifs se traduit par une différence
de I’effet de la limitation en sels nutritifs dans une condition donnée quand la température
change et qui aboutit a un patron de réponse différent a 10°C et 14°C, ou a des différences
davantage marquées. Borchard et Engel (2012) ont mis en évidence la présence d’effets
interactifs de la température et de la limitation en phosphore sur la production d’exsudats chez
Emilinia huxleyi (une prymnesiophyceae) avec une augmentation de 1’exsudation et de la
proportion d’hydrates de carbone exsudés dans les conditions limitées en phosphore a 18°C
tandis qu’a 14°C ces variables montraient les mémes valeurs que le témoin. Nous n’avons pas
observé cet effet sur la quantité d’hydrates de carbone dissous pour Pg qui ne présentait
aucune différence en fonction du traitement ou de la température. Par ailleurs, Vidyarathna et
Granéli (2013), en travaillant sur les effets de la température et de la limitation en DIN et DIP,
ont montré un effet interactif de ces parametres environnementaux sur le contenu en sucre
chez Ostreopsis ovata (Dinoflagellé). Le contenu en hydrates de carbone de ce dinoflagellé
augmente et montre des différences en cas de limitation en sels nutritifs a température sub-
optimale. Nous observons un effet interactif température-sels nutritifs sur la quantité
d’hydrates de carbone dissous et particulaires par cellule chez deux diatomées: Tr et
Ske. Concernant Tr, ces effets se traduisent par une forte diminution de la quantité d’hydrates
de carbone par cellule dans le témoin, comparativement aux conditions limitées. Il existe une
différence en fonction de la température pour le témoin, d0 au taux de croissance plus fort
dans le témoin a 14°C qui aboutit @ une moindre quantité d’hydrates de carbone particulaires
et dissous par cellule (Wang et al., 2010) et conduit a une différence plus marquée entre les
conditions limitées et le témoin. Concernant Ske une diminution de la quantité d’hydrates de
carbone est également observée sur le témoin & 14°C. A 10°C, il n’y avait aucune différence
entre les traitements tandis qu’a 14°C une augmentation de la quantité d’hydrates de carbone
particulaires par cellule est observée dans les conditions limitées en sels nutritifs. L’effet
interaction résulte donc (1) d’une augmentation des hydrates de carbone particulaires et
dissous a 14°C dans les conditions limitées associée a (2) une diminution de ces hydrates de

carbone dans le témoin résultant probablement d’une dynamique de division cellulaire forte.
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Le fait qu’une différence ente les conditions limitées et le témoin existe a 14°C pourrait
résulter d’une sensibilité plus forte a la limitation en sels nutritifs des processus enzymatiques
impliqués dans la production d’hydrates de carbone quand la température augmente. Ces deux
especes présentent des effets interactifs des sels nutritifs et de la température aboutissant a des
réponses différentes, mettant en évidence, en accord avec d’autres études (Borchard and
Engel, 2012; Vidyarathna and Granéli, 2013), le caractére spécifique de la réponse a ces

facteurs environnementaux.

Enfin les études menées par Borchard et Engel (2012) et Vidyarathna et Granéli (2013)
mettent en évidence le fait que tous les parametres étudiés pour une méme espéce ne
réagissent pas de la méme facon aux différentes conditions environnementales, comme nous
I’observons dans notre étude. En effet, notre étude révele que les effets de la température et de
la concentration en sels nutritifs ne sont pas les mémes selon les parametres étudiés, des effets
interactifs étant observés sur la quantité d’hydrates de carbone dissous et particulaires chez Tr

et Ske, sur ETR®",3o chez Db, Pg et Hr et sur la biomasse carbonée pour Tr, Ske et Hr.

IVV.4.3 Relation entre la qguantité d’hydrates de carbone et la taille des cellules

Alors que la quantité d’hydrates de carbone, particulaires comme dissous, par cellule
augmente avec la taille, ces mémes parameétres ramenés non plus par cellule mais par unité de
volume montrent le patron inverse. En effet, une diminution de la quantité d’hydrates de
carbone par unité de volume quand la taille augmente est observé, en accord avec les résultats
de Hitchcock (1982) et Moal et al. (1987). Néanmoins contrairement aux études citées ci-
dessus notre étude intégre des conditions de limitation en azote et phosphore & deux
températures différentes qui, bien qu’elles apportent de la variabilité dans la distribution, ne
remettent pas en cause les relations observées. Contrairement a la capacité photosynthétique
qui montrait un patron de réponse clair aux différentes conditions environnementales en
fonction de la taille des cellules, les réponses de la quantité d’hydrates de carbone aux

différentes conditions expérimentales dépendent davantage du taxon considéré.

Hr présente des quantités d’hydrates de carbone, par cellule ou par biovolume, forte par
rapport aux autres especes compte tenu de sa taille. Ces résultats sont concordants avec ceux
obtenus par Moal et al. (1987) sur d’autres cryptophycées. La présence d’une quantité
d’hydrates de carbone par unité de volume qui augmente quand la taille diminue est

directement liée a la présence et la taille de la vacuole au sein des cellules. Les hydrates de
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carbone particulaires sont soit situés dans le «squelette » de la cellule lorsqu’ils sont
combinés avec d’autres ¢léments, soit stockés au sein du cytoplasme. Chez les diatomées, le
cytoplasme est limité a une fine couche de 1 & 3 um d’épaisseur tandis que la vacuole occupe
davantage d’espace. De plus la paroi des diatomées est siliceuse et pourrait contenir moins de
carbone que les organismes a paroi organique (Moal et al., 1987). Ceci explique pourquoi les
grandes cellules de notre étude, qui appartiennent au groupe des diatomeées, contiennent moins
d’hydrates de carbone que les petites cellules qui appartiennent au groupe des haptophytes ou
cryptophytes. Enfin, la proportion de carbone représentée sous forme d’hydrates de carbone
varie entre espéces. En genéral les hydrates de carbone représentent 20 a 30% du carbone
total chez les diatomées alors que les cryptophytes montrent des proportions beaucoup plus
variables allant de 1% jusque 70% (Moal et al., 1987). Cette proportion peut augmenter en
cas de limitation en sels nutritifs chez de nombreuses espéces (e.g. Granum et al., 2002). La
relation positive entre la quantité d’hydrates de carbone par cellule et la taille s’explique par la
présence d’un squelette carboné plus grand et d’un volume plus grand. En effet, méme si la
quantité de sucre par unité de volume est plus faible quand la taille augmente, le fait d’avoir
davantage de ces unités de volume aboutit a une quantité d’hydrates de carbone par cellule

plus grande.

La relation hydrates de carbone particulaires par unité de volume en fonction de la taille se
retrouve pour les hydrates de carbone dissous, ceux-ci provenant soit de 1’exsudation des
hydrates de carbone particulaires soit d’un phénoméne de lyse cellulaire (Myklestad, 2000).
Dans notre étude, les réponses observées sur les hydrates de carbone particulaires le sont
également sur les hydrates de carbone dissous. Il existe des relations positives significatives
concernant la quantité d’hydrates de carbone particulaires en fonction de la quantité
d’hydrates de carbone dissous, qui ne différent pas quelle que soit la condition en sels nutritifs
et quelle que soit la température. Cela indique une bonne corrélation entre la quantité
d’hydrates de carbone dissous et particulaires ; plus une cellule possede d’hydrates de carbone
particulaires plus la quantité d’hydrates de carbone dissous sera donc grande. Ce patron entre
en contradiction avec celui observe et décrit par Staats et al. (2000) qui présentait sur
Cylindrotheca closterium, une diatomée épipélique, une augmentation de I’exsudation sans
augmentation de la quantité d’hydrates de carbone particulaires en cas de limitation en azote
et phosphore. Cela peut s’expliquer par I’utilisation différente des exsudats pour les diatomées
benthiques qui, contrairement aux diatomées pélagiques, utilisent les hydrates de carbone

exsudés pour s’attacher au sédiment, pour stabiliser ce dernier ou encore se mouvoir au sein
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du sédiment (pour une synthése voir Consalvey et al., 2004). La relation hydrates de carbone
particulaires/hydrates de carbone dissous met aussi en évidence la présence d’excrétion, dans
toutes les conditions, méme dans le cas ou le contenu en hydrates de carbone est faible. Ce
maintien de I’excrétion, méme quand le contenu en hydrates de carbone est faible, pourrait
servir au maintien de la phycosphere dont la fonction principale est la reminéralisation
bactérienne a proximité immédiate des cellules phytoplanctoniques (Rooney-Varga et al.,
2005).

La proportion d’hydrates de carbone produits excrétés par rapport a la production totale (PER)
est souvent utilisée afin de quantifier 1’excrétion des cellules. Cette exsudation a longtemps
¢été considérée comme résultant principalement d’un phénomeéne de diffusion (Granum et al.,
2002; Myklestad, 2000). La capacité de diffusion d’une cellule phytoplanctonique est
dépendante du rapport surface/volume de cette cellule, plus ce rapport est grand et plus la
diffusion est facilitée. Ce ratio surface/volume augmente quand le volume de la cellule
diminue, impliquant alors une plus grande capacité d’échange par diffusion des petites
cellules par rapport aux plus grandes (Litchman and Klausmeier, 2008). Contrairement a
Malinsky-Rushansky et Legrand (1996) qui mettaient en évidence des valeurs de PER
décroissantes avec une augmentation de la taille des cellules, nos résultats, qui englobent une
gamme de taille plus large, montrent que les valeurs de PER ne dépendent pas de la taille
mais plutdt de I’espéce, comme 1’ont également montré sur I’exsudation de carbone avec une
autre méthode (méthode au **C) Lopez-Sandoval et al. (2013). Cela implique un phénoméne
d’excrétion indépendant de la taille de la cellule et donc ne résultant pas d’un simple
phénomene de diffusion. Cette absence de lien entre taille et PER pourrait également résulter
de stratégies spécifiques en fonction de la température et de la limitation en sels nutritifs. La
proportion d’hydrates de carbone produits excrétés (PER) varie en fonction de 1’espéce et est
fréquemment plus forte en cas de limitation en sels nutritifs (Granum et al., 2002; Myklestad,
2000; Obernosterer and Herndl, 1995) ou lors d’une augmentation de température (Verity,
1981). Nos résultats ne suivent pas nécessairement ces tendances, en fonction de I’espéce, et il
apparait difficile de discerner des patrons de réponse a la limitation en sels nutritifs, la
température ou leurs interactions. De plus il est difficile de situer nos résultats par rapport a la
littérature compte tenu de 1’utilisation de méthodes différentes. En effet les autres études
portaient davantage sur 1’excrétion de carbone via des méthodes au carbone 14 alors que nous
nous intéressons a 1I’excrétion des hydrates de carbone dosés spécifiquement (Parson et al.,

1984). A notre connaissance, c’est la premiére fois que cette méthode est utilisée pour étudier
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la relation entre le PER et la taille. De méme la présence d’une relation linéaire hautement
significative, qui ne varie pas en fonction des conditions de sels nutritifs et de la température,
entre la quantité d’hydrates de carbone dissous et particulaires chez nos especes pélagiques

n’avait, d’aprés ce que nous en savons, jamais €té démontrée.

IVV.4.4 Dépendance taxonomigque des réponses observées

Malgré les relations significatives qui existent entre la quantité d’hydrates de carbone dissous
et particulaires, par cellule ou par unité de volume, 1’évolution de ces quantités en fonction
des conditions expérimentales ne semble pas dépendre du facteur taille, mais plutdt de
I’espece considérée. Des différences existent toujours, méme si on regroupe nos especes en
différents groupes selon des criteres phylogénétiques (en regroupant les diatomées par
exemple). Néanmoins, les réponses observées ici peuvent étre reliées a la taille pour Db et au

cycle de vie pour Pg.

Db ne montre pas de réponse quant a la quantité d’hydrates de carbone dissous et particulaires
par cellule en fonction de la limitation en sels nutritifs. Cependant, une augmentation de la
quantité de ces hydrates de carbone est constatée avec la température. Db est la seule a ne pas
présenter de différences de la quantité d’hydrates de carbone par cellule en fonction de la
concentration en sels nutritifs. Comme observé précédemment sur d’autres parametres
(chapitre 2), Db montre peu de variations de sa capacité photosynthétique, de sa formation de
biomasse et ici de la quantité d’hydrates de carbone par cellule et semble pouvoir faire face
aux conditions de limitation en sel nutritifs. Cela pourrait résulter de la grande taille des
cellules de cette espéce qui lui procure une plus grande capacité de stockage dans la vacuole
(Finkel et al., 2010; Litchman et al., 2007), une capacité d’absorption des ressources forte du
fait de la présence de nombreuses enzymes et une augmentation de la différence entre le quota
minimal en sels nutritifs et la capacité d’absorption quand la taille augmente (Marafion et al.,
2013). Ces trois caractéristiques conférent aux cellules de grande taille un avantage en cas
d’ajout épisodique de sels nutritifs, comme réalis¢ lors de nos expériences avec 1’ajout
quotidien de milieu « neuf ». Enfin, ces cellules présentent un faible taux de croissance
compare aux autres espéce étudiées, traduisant un métabolisme plus lent et une augmentation
du découplage entre la photosynthése, 1’utilisation d’hydrates de carbone et la production de
biomasse qui pourrait conduire au patron que nous observons (Berman-Frank and Dubinsky,
1999).
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Pg, quant a elle, montre beaucoup de variabilit¢ de la quantité d’hydrates de carbone
particulaires et dissous par cellule. Ceci résulte de la succession des différentes phases du
cycle de vie de cette espéce. En effet, Pg posséde un cycle de vie polymorphique caractérisé
par la présence de petits flagellés haploides, de flagellés de plus grande taille diploides et de
cellules non flagellées diploides formant des colonies entourées d’un mucilage riche en
hydrates de carbone (Mari et al., 2005; Peperzak and Gébler-Schhwarz, 2012). Ces différentes
formes ont des caractéristiques physiologiques différentes. En effet, les cellules flagellées ont
une activité photosynthétique supérieure aux cellules coloniales qui, cependant, produisent et
sécretent davantage de matiére carbonée (Chin et al., 2004; Verity et al., 1991). La présence
de ces différentes formes apporte une forte variabilité du signal observé, et ce, aussi bien sur
les hydrates de carbone dissous que particulaires.

V.5 Conclusion

L’étude de la production d’hydrates de carbone en présence de stress environnementaux sur
les espéces pélagiques marine est relativement peu documentée comparativement aux especes
benthiques. Cela semble surprenant vu (1) le rdle essentiel de ces especes dans les réseaux
trophiques et leurs effets sur les cycles biogéochimiques et (2) les modifications
environnementales observées et attendues dans le cadre de 1’anthropisation et du changement

global.

Notre étude montre que 1’effet de la limitation en sels nutritifs et de la température sur la
production d’hydrates de carbone des espéces phytoplanctoniques ne suit pas une regle
généralisable a toutes les especes mais montre un patron complexe. En effet, nous observons
des réponses spécifiques de la quantité d’hydrates de carbone particulaires et dissous a la
limitation en sels nutritifs a deux températures différentes de cing espéces phytoplanctoniques
cultivées dans les mémes conditions expérimentales. Contrairement au patron de réponse
observé sur la capacité photosynthétique dans le chapitre 2 qui mettait en avant la présence
d’interactions sels nutritifs/température associées a une reponse plus forte sur les petites
cellules, les réponses de la quantité d’hydrates de carbone en fonction des parametres
environnementaux dépendent non plus de la taille des cellules mais des taxons considérés.
Nous n’avons pas trouvé d’études portant sur la production d’hydrates de carbone en cas de
limitation en sels nutritifs ou a des températures différentes sur Db, Tr et Hr. Concernant Ske

et Pg, nos observations différent partiellement de celles préecédemment décrites. Ces
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différences peuvent provenir de différences dans les conditions expérimentales (tempeérature).
Tout comme sur les autres paramétres considérés, 1’effet sels nutritifs semble avoir plus
d’impact que la température sur la production d’hydrates de carbone, hormis pour Db qui ne
présente qu’une augmentation du contenu en hydrates de carbone quand la température
augmente. Les 4 autres especes présentent 4 patrons de réponses différents. Notre étude a
également révelé une corrélation positive hautement significative entre la quantité d’hydrates
de carbone particulaires et dissous qui ne differe pas en fonction de la concentration en sels
nutritifs et de la température. Cette relation implique que I’augmentation de 1’exsudation
résulte d’une augmentation de la quantité d’hydrates de carbone particulaires, contrairement
au schéma décrit sur les espéces benthiques (e.g. Staats et al., 2000). Enfin, comme 1’ont
montré Lopez-Sandoval et al. (2013) sur I’exsudation de matiere carbonée, nous observons
une absence de relation entre le proportion d’hydrates de carbone exsudée (PER) et la taille
révélant (1) que cette exsudation ne résulte pas simplement de phénomeénes de diffusion et (2)
que I’exsudation est un phénomene espéce dépendant, méme si globalement la quantité

d’hydrates de carbone dissous et particulaires sont corrélés.
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V. Etude de la relation diversité/productivité de communautés
microalgales sous influence environnementale

Fabien Dufossé, Valérie Gentilhomme, Fabienne Goulard, Sébastien Lefebvre
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Résumé

L’¢érosion de la diversité observée dans les écosystémes terrestres et aquatiques a 1’échelle
globale peut conduire a des perturbations des fonctions ecosystémiques. Plusieurs études,
expérimentales, modélisatrices ou in situ, se sont intéressées aux relations qui existent entre la
diversité des producteurs primaires et le fonctionnement et la productivité des écosystémes.
Ces études principalement menées en milieu terrestre ou dulcicole ont, dans la plupart des cas,

mis en évidence une tendance a I’augmentation de la productivité avec la diversité.

Nous nous intéressons dans cette étude aux relations productivité/diversité de trois
communautés composées de trois, quatre et six espéces phytoplanctoniques limitées en azote,
en phosphore ou non limitées. Pour cela, ’efficacité d’absorption de sels nutritifs, de la
lumiére, le taux de transfert relatif maximum d’¢lectrons, la formation d’hydrates de carbone,
de carbone organique, d’azote total et le biovolume total des communautés ont été comparés

aux valeurs de ces mémes parametres en monoculture.

En fin d’expérience, nos trois communautés sont principalement composés de Skeletonema
sp., Ditylum brightwellii et Phaeocystis globosa dans des proportions variables selon la
communauté et la condition expérimentale. Skeletonema sp. domine largement les
communautés a 3 et 6 espéeces, et co-domine avec Ditylum brightwellii la communauté a 4
especes. La limitation en sels nutritifs influence la composition des communautés. En effet,
Phaeocystis globosa n’est que trés peu représentée dans les conditions limitées en azote,
aboutissant alors a une diminution de I’indice de diversit¢é de Shannon. Les communautés
apparaissent plus efficaces dans I’absorption des sels nutritifs et de la lumiére que les
monocultures en raison d’un phénoméne de complémentarité entre espéces. Cependant, la
productivité de ces communautés (hydrates de carbone, carbone organique, azote total et
biovolume total) est globalement inférieure a celles des monocultures résultant soit d’une
compétition entre especes, d’un effet sélection fort ou d’une allocation des ressources
absorbées vers d’autres processus (non mesurés) que la formation de biomasse (e.g. stockage
intracellulaire, respiration). Quoi qu’il en soit aucune relation claire entre la productivité et la
diversité de nos communautés (indice de Shannon) n’est ici dégagée. Cette étude met tout de
méme en évidence I’importance de la diversité sur I’absorption de sels nutritifs, et donc le role

essentiel de cette diversité sur le cycle des sels nutritifs en milieu naturel.

Mots clefs : microalgues, relation diversité/productivité, approche multifactorielle, limitation

azote, limitation phosphore
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V.1 Introduction

Les activités anthropiques affectent les écosystémes marins a 1’échelle globale. Cette
influence se traduit, comme nous I’avons vu dans les chapitres précédents, par des
perturbations des apports en sels nutritifs et des modifications de la température a la surface
du globe terrestre mais aussi, que ce soit de facon directe ou indirecte (via les processus
suscités), par des modifications de la répartition des producteurs primaires et une diminution
de la biodiversité marine (Sala and Knowlton, 2006). Cette perte de diversité a été
extrémement rapide ces cinquante derniéres années (Millennium Ecosystem Assessment,
2005). Partant de ce constat, de nombreux auteurs se sont intéressés aux relations entre la
biodiversité et le fonctionnement des écosystémes afin de comprendre et quantifier les effets
de I’érosion globale de la biodiversité sur les processus écosystémiques, et, pour combler le
manque de compréhension sur la relation entre biodiversité et le fonctionnement des
écosystemes (Stachowicz et al., 2007). Cette érosion de biodiversité claire en milieu terrestre
et moins évidente concernant le phytoplancton marin. En effet, selon Hallegraeff (2010) les
principaux effets des différents facteurs du changement global seront (1) d’augmenter la zone
de répartition des especes d’eaux chaudes vers les pdles, (2) de modifier I’abondance et la
phénologie de certaines especes , (3) d’avancer (dans le temps) ’initiation des efflorescences
phytoplanctoniques et (4) d’influencer les réseaux trophiques associés au phytoplancton. Cette
étude prévoit alors des changements de communautés (et donc de diversité) sans pour autant
avancer 1’hypothése d’une érosion de diversité. Par ailleurs, Olli et al. (2014) ont mis en
évidence une augmentation de la diversité phytoplanctonique en mer Baltique (depuis 1968)
associ¢ a une meilleure capacité¢ des communautés diversifiées pour 1’absorption d’azote et de
phosphore. Cette étude contraste 1’érosion de diversité attendue mais permet de montrer
I’importance des changements de diversité sur les processus écosystémiques. Les études
biodiversité/fonctionnement de 1’écosystéme et biodiversité/productivité ont porté
majoritairement sur les écosysteémes terrestres (Diaz and Cabido, 2001; Fry et al., 2014;
Hooper and Vitousek, 1997; Loreau et al., 2001), dulcicoles (Behl et al., 2011; Ptacnik et al.,
2008) et, dans une moindre mesure, marins (Duffy, 2002; Norberg, 2000; Stachowicz et al.,
2002). En effet, une revue de la littérature réalisée par Balvanera et al. (2006) met en evidence
le faible nombre d’études portant sur ce sujet en milieu marin (32 études réalisées, dont 21 in
situ) en comparaison des milieux dulcicoles (68 études réalisées) et terrestres (301 études
réalisées). Les études sur la relation diversité/productivité et diversité/fonctionnement de

I’écosystéme mettent en évidence qu’en moyenne les communautés diversifiées (que ce soit

141



en termes de diversité génétique, spécifique, ou fonctionnelle) produisent davantage de
biomasse et consomment davantage de ressources (sels nutritifs, lumiére) que les populations
ou les communautés moins diversifiées (Cardinale et al., 2013; Cardinale et al., 2006; Duffy,
2009). Ce patron est observé dans des études portant sur des especes, des niveaux trophiques

et des écosystémes différents mais n’est pas nécessairement généralisable.

Le phytoplancton constitue un groupe polyphylétique tres diversifié qui a un réle central dans
le fonctionnement des écosystemes marins. La diversité spécifique élevée de ce groupe
implique une forte diversité de traits fonctionnels; les espéces vont donc interagir
differemment avec leur environnement et vont avoir des fonctions différentes dans les
processus écosystémiques (Litchman and Klausmeier, 2008). Une modification (qu’elle soit
positive ou négative) de biodiversité rapide a été observée ces derniéres années dans les
écosystemes terrestres et aquatiques et implique des changements potentiels de fonctions qui
influencent les écosystemes. En effet, des études réalisées sur le phytoplancton ont permis de
mettre en évidence différents types de relation entre productivité et diversité que ce soit lors
d’expérimentations en laboratoire ou lors d’observations sur le terrain (Ptacnik et al., 2010).
Divers auteurs ont mis en évidence une relation positive entre la richesse spécifique et la
production de biomasse chez des microalgues d’eau douce (Behl et al., 2011; Power and
Cardinale, 2009). Il est important de remarquer que ’essentiel des expérimentations réalisées
s’intéressaient a la production principalement via des stocks de biomasse (carbone, nombre de
cellule ou chlorophylle a), qui constituent le processus final d’utilisation de la ressource.
Néanmoins, des études récentes se sont intéressées a 1’étude de flux comme la production
d’O, (Power and Cardinale, 2009), I’absorption et I’assimilation de sels nutritifs (Olli et al.,
2014; Ptacnik et al., 2008) ou I’absorption de la lumiere (Behl et al., 2011). D’un autre coté
Schmidtke et al. (2010), en travaillant sur des communautés expérimentales composés de
différentes combinaisons de huit espéces appartenant a 4 groupes fonctionnels différents, ont
mis en évidence la présence de sous-rendements de biomasse et ce, méme dans des
communautés diversifiées. Des rendements peuvent en effet étre calculés afin de comparer la
production d’une communauté a celle de monoculture en divisant la production de la
communauté par la production attendue de 1’assemblage des monocultures ; un rendement
inférieur a 1 traduisant alors une plus faible productivité en communauté. De cette fagon
Schmidtke et al. (2010) ont mis en évidence une relation négative entre la diversité et la
productivite, la productivité de la communauté diminuant quand la diversité augmentait.

Tandis que 1’augmentation de la productivité avec la diversité s’explique par des effets de
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sélection ou de complémentarité entre espéce (Cardinale et al., 2009), I’effet de sélection
observé dans I’expérience de Schmidtke et al. (2010) résulte de la dominance d’une espéce
peu productive dans les différentes communautés expérimentales et donc a des rendements
observés plus faibles en communauté. Enfin, Gamfeldt et al. (2005) ont étudié trois especes
phytoplanctoniques d’eau douce, avec et sans la présence de prédateurs. Ces auteurs n’ont pas
mis en évidence de relation entre la diversité des microalgues et la production de biomasse en
absence de prédateurs, probablement du fait de compétition pour la ressource entre les
especes. L’augmentation de productivité avec la diversité n’est donc pas une régle générale et

va dépendre des conditions expérimentales et des especes sélectionnées.

En plus du faible nombre d’études sur les relations diversité/productivité en milieu marin,
aucune étude n’a porté sur ces relations sous médiations de différentes concentrations en sels
nutritifs (Hillebrand et al., 2014). La prise en considération de la concentration en sels
nutritifs et du rapport azote/phosphore (N/P) est pourtant d’importance compte tenu du rdle
essentiel de ces éléments sur la physiologie et la productivité du phytoplancton. Malgré les
efforts de mitigation engagés depuis des années, un apport significatif d’azote en milieu cotier
est encore observé. Cette apport est associé a une diminution de I’apport en phosphore di a
des politiques d’abattements plus efficaces pour cet élément (Artioli et al., 2008) entrainant
ainsi une augmentation des rapports N/P. Au sein d’une communauté les individus peuvent
entrer en compétition pour I’accés a une ressource lorsque celle-ci devient limitante,
favorisant ainsi ’espece la plus efficace pour 1’absorption de cette ressource au détriment des
autres especes présentes. Cette compétition pour la ressource est un facteur capital dans
I’explication de la structure des communautés (Tilman et al., 1982). La concentration en sels
nutritifs et les rapports entre ces différents sels influencent la biodiversité des communautés.
En effet, Interlandi et Kilham (2001) ont mis en évidence, en milieu dulcicole, une forte
corrélation entre la diversité spécifique et le nombre de ressources limitantes, la plus forte
diversité étant observé quand le nombre de ressources limitantes augmente. Une corrélation
négative entre diversité et concentration en sels nutritifs est souvent constatée, résultant
simplement du fait que I’augmentation de la concentration d’une ressource va aboutir a
I’augmentation de la probabilité qu’une autre ressource devienne limitée, renforcant alors la
competition pour celle-ci (Hillebrand et al., 2014). Enfin, il n’y a a notre connaissance jamais
eu d’étude expérimentale sur les relations diversité/productivité en présence de contraintes

environnementales sur le phytoplancton marin. Ces études sont alors d’intérét pour

143



comprendre quels seront les impacts des modifications de diversité sur la productivité et le

fonctionnement des écosystemes.

Partant du contexte et de I’état de I’art décrit ci-dessus, nous nous proposons d’étudier les
relations entre la productivité, 'utilisation de la ressource et la diversité spécifique de
communautés de trois, quatre ou six especes appartenant a des groupes différents (diatomées,
prymnesiophycées et cryptophycées) et présentant différents traits fonctionnels. Une approche
multifactorielle, basée a la fois sur des paramétres de flux et de stock, est réalisée afin
d’estimer d’une part I’efficacité des différentes communautés pour 1’absorption des sels
nutritifs et de la lumiére et, d’autre part, la production des communautés via la capacité
photosynthétique, la quantité d’hydrates de carbone et d’exsudats, le stock de carbone et
d’azote organique et le nombre de cellules. Afin de rendre compte du réle de la concentration
en sels nutritifs, ces expérimentations ont été réalisées a trois rapports N/P différents

correspondant a une limitation en azote, une limitation en phosphore ainsi qu’un témoin.

V.2 Matériels et méthodes

Nos expérimentations ont porté sur six espéeces de microalgues : Ditylum brightwellii (Db),
Thalassiosira rotula (Tr), Skeletonema sp. (Ske), Phaeocystis globosa (Pg), Hemiselmis
rufescens (Hr) et Synechococcus sp. Ces especes appartiennent a des groupes fonctionnels

différents et présentent un gradient de taille allant de 1 (Synechococcus sp.) @ 200 um (Db).

V.2.1 Dispositif expérimental

Afin de servir d’inoculum dans nos expérimentations, chaque espéce était cultivée dans des
bouteilles en verre de 250 ml contenant du milieu F/2 (Guillard and Ryther, 1962) sur
lesquelles était posé un bouchon stérile en silicone empéchant la pénétration des bactéries
présentes dans I’air (Hirschmann©, bouchons Silicosen) mais perméable a I’air. Ces inocula
étaient placés dans une enceinte thermorégulee a 12°C, sous une intensité lumineuse de 250
umol photons.m?.s™ avec un cycle nycthéméral de 12 h. Durant leur phase exponentielle de
croissance un volume déterminé de ces cultures souches a été prélevé pour lancer les
expérimentations. Un inoculum commun contenant une quantité définie de chacune des
especes est préparé a partir des souches. Cet inoculum est alors homogénéisé puis reparti dans

trois conditions expérimentales chacune en duplica. Afin de démarrer avec la méme quantité
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de biomasse carbonée, un inoculum correspondant & 1x10® pm®I™* a servi de base & nos
expérimentations, chaque espece contribuant a une méme proportion du biovolume total
(Tableau V-1).

Tableau V-1 : biovolumes totaux spécifiques (um>.I") inoculés en début d’expérimentations dans les
communautés a 6 (Comms6), 4 (Comm4) et 3 espéces (Comm3).

Db Tr Ske Pg Hr Sy total
Comm3 3.33E+07 absent 3.33E+07 3.33E+07 absent absent 1.00E+08
Comm4 2.50E+07 absent 2.50E+07 2.50E+07 2.50E+07 absent 1.00E+08
Comm6 1.67E+07 1.67E+07 1.67E+07 1.67E+07 1.67E+07 1.67E+07 1.00E+08

Quatre communautés expérimentales ont été réalisées successivement. La premiere contenait
nos six especes d’intérét. Bien qu’initialement présente dans la Commé6 Synechococcus sp. a
rapidement décliné en terme de proportion du biovolume total dans nos expérimentations et
ne sera pas utilisée dans nos analyses. La Comm4, contenant Db, Ske, Pg et Hr, a été menée
afin de maximiser le nombre de groupes fonctionnels tout en ayant une large gamme de taille
de cellules. Basé sur les résultats des deux premieres communautés, la Comma3 a été réalisée
et été composee des trois especes principalement présentes dans les Comm4 et 6. Enfin une
Commb a également été réalisée, contenant toutes les especes sauf Synechococcus sp. Des
difficultés méthodologiques rencontrées durant I’expérimentation empéchent 1’exploitation

des résultats de cette communauté.

Afin de pouvoir les comparer aux monocultures, les conditions expérimentales abiotiques
étaient les mémes en communauté et en monoculture. Les expérimentations ont été réalisées
dans des enceintes thermorégulées Minitron (INFORS®©) a 10°C sous une lumiére de 110
umol photons.m™?.s et un cycle jour/nuit de 12h/12h. Les cultures ont été réalisées dans des
bouteilles en polycarbonate de 2 L contenant de 1’eau de mer artificielle (35 PSU) dans
laquelle était ajouté du milieu F/2 (Guillard and Ryther, 1962) sans azote ni phosphore. Le
DIN et DIP ont alors été ajoutés en tant que KNO;z et KH,PO, afin d’obtenir les
concentrations suivantes : 50 pmol-N.I"* et 1 pmol-P.I"* dans la condition limitée en
phosphore (P-lim), 2 pmol-N.I" et 5 pmol-P.I" dans la condition limitée en azote (N-lim) et
50 pmol-N.I™ et 5 pmol-P.I" dans la condition Témoin (Control). Une agitation orbitale de 60
rpm était appliquée pour minimiser le phénoméne de sédimentation sans pour autant perturber
la croissance des cellules flagellées. Jusqu’a la fin de la phase exponentielle de croissance les
cultures étaient maintenues en batch, la biomasse (abondance cellulaire et fluorescence in
vivo) et la concentration en sels nutritifs étaient preleveées quotidiennement (Tableau V-2). A
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partir de la fin de cette phase, qui marque I’entrée en phase de limitation, 200 ml de cultures
étaient prélevés chaque jour et remplacés par du milieu neuf. Ces 200 ml nous permettent
alors d’étudier les concentrations en hydrates de carbone, carbone organique particulaire
(POC), azote organique particulaire (PON), sels nutritifs, ainsi que les parametres
photosynthétiques et la biomasse phytoplanctonique et bactérienne (Tableau V-2) (ces
parametres étant détaillés ci-dessous). Chaque jour, les prélevements étaient effectués deux
heures aprés le début de la photophase.

Les cultures étaient non axéniques. Afin de mesurer la concentration bactérienne dans nos
cultures, des prélevements réguliers (tous les trois jours) étaient effectués. Le dénombrement
des bactéries a été effectué au microscope a épifluorescence (Leitz DMRB®©, g x1000) selon
la méthode décrite par Porter & Feig (1980). La concentration bactérienne variait selon les
cultures et conditions mais n’a jamais dépassé 7.9<10* cellules par litre, excluant tout effet
significatif des bactéries dans nos cultures. Ce paramétre ne sera alors pas davantage exploité

dans cette étude.

Tableau V-2: Séquence de prélévements des parametres mesurés durant les expérimentations

jour 0 fluorescence in vivo comptage (10ml) sels nutritifs (20ml)
hydrates de carbone (20ml) Bactéries (10ml)
jour1 fluorescence in vivo comptage (10ml) sels nutritifs (20ml)
jour n fluorescence in vivo comptage (10ml) sels nutritifs (20ml)
limitation constatée
limitation fluorescence in vivo comptage (10ml) sels nutritifs (20ml)
+1 extraction chlorophylle a (50ml) PAM (10ml) a* (100 ml)
o fluorescence invivo comptage (10ml) sels nutritifs (20ml)
limitation Hydrates de -
+2 POC et PON (50 ml) carbone (20 ml) Bactéries (10ml)
limitation fluiorescence invivo comptage (10ml) sels nutritifs (20ml)
_______ +3____extraction chlorophyllea (S0ml) ~ PAM(10ml) — ~~ ~  a*(100ml)
fluorescence in vivo comptage (10ml) sels nutritifs (20ml)
"m'it'on POC et PON (50 ml) cat'gg;aetF;odrsm a* (100 ml)
extraction chlorophylle a (50ml) PAM (10ml) pigments HPLC

V.2.2 Paramétres étudiés

La sequence de prélevement (Tableau V-2) et les analyses réalisées se font selon les mémes
protocoles que ceux décrits dans les chapitres précédents (section matériels et méthodes).

Seules seront détaillées les analyses ne figurant pas auparavant dans ce manuscrit.
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V.2.3 Carbone organigue et azote total particulaire

Des préléevements de 50 ml ont été réalisés trois fois durant I’expérience, les mémes jours que
ceux effectués pour I’étude des hydrates de carbone, et immédiatement filtrés sur des filtres en
fibre de verre Whatman GF/F préalablement chauffés a 450°C pendant 4h, pour 1’étude du
carbone organique et de 1’azote total particulaire. Ces parametres ont été mesurés sur un
analyseur CHN (CE instrument Fisons Na 2100) en utilisant de 1’acétanilide comme standard,
de 1’0, ultra pur comme gaz de combustion et de I’hélium en tant que gaz de transport. Apres
filtration et juste avant d’étre analysés, les filtres ont été séchés et exposés a des vapeurs
d’HCI durant 4h a des fins de décarbonatation.

V.2.4 Parametres photosynthétiques

Le coefficient d’absorption spécifique de la chlorophylle a (a*) et le taux de transfert

-1 I-l

d’électrons a 110 pmol photons.m?.s? (ETR110, pmol e.mg chla™.s™.I"") seront ici utilisés

pour retranscrire la capacité d’utilisation de la lumiere en monoculture et en communaute.

L’étude et ’estimation des paramétres photosynthétiques utilisés dans 1’équation ci-dessous

sont décrites dans le chapitre 2 (Matériels et Méthodes, « photosynthetic response traits »)

ETR110, utilis¢ comme indicateur de 1’activité photosynthétique est calculé a partir du modéele

de Webb et al. (1974) suivant 1’équation suivante :

ETR110 = I‘ETRmax_ [1 — e_(a/I‘ETRmax*E) ] ) a*

ETRu110 correspond au taux de transfert d’électrons a 110 pmol photons.m?.s™® (umol e.mg

chlats™I?

), FTETRmax le taux de transfert d’¢électrons maximum relatif au niveau du PSII

pmol e.m?.s™?), o Pefficacité maximale relative d’utilisation de la lumiére (umol e”pmol
M

photons™), E [P’intensit¢ lumineuse (ici 110 pmol photons.m?s?) et a* le coefficient

d’absorption spécifique de la chlorophylle a (m2.mg chla™).

V.2.5 Analyses mathématigues : calcul de rendements

Afin de comparer les résultats obtenus en monoculture et dans les communautés, des
rendements ont été calculés selon la méthode décrite par Hector et al. (2002), sur la

concentration en DIN, DIP, POC, PON, hydrates de carbone particulaires et dissous, mais
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aussi sur le a* et les biovolumes totaux, tous représentatifs de parametres de stock. Ces

mémes rendements ont également été mesurés sur un parametre de flux d’électrons (ETR110).

productivité des communautés

rendement = —; , —
estimation productivité des monocultures

La productivité des monocultures était estimée a partir de la production de chaque espéce
cultivée individuellement associée a la proportion de chacune des espéces observée dans la
communauté. Lorsque le ratio est supérieur & 1, la communauté était plus productive que la
monoculture (sur-rendement).

Par ailleurs, afin d’estimer les différences de biovolume totaux par espece en communauté par
rapport aux monocultures des rendements spécifiques ont également été calculés en suivant la

formulation décrite par Schmidtke et al. (2010) :

biovolume spécifique omm

rendement spécifique = logg biovolume spécifique
mono

avec S le nombre d’espéces dans la communauté, biovolume spécifiquecomm le biovolume
d’une espéce obtenu en communauté (Um>.17) et biovolume spécifiquemono le biovolume de
cette méme espéce en monoculture (um®.I™). Ce calcul a été réalisé pour chaque espéce dans
chaque condition en prenant le biovolume total maximum en communauté et en monoculture.
Un rendement spécifique inférieur a -1 met en évidence une production de biovolume total

inférieur en communauté qu’en monoculture pour une espece donnée.

V.2.6 Indice de diversité : I’indice de Shannon

La détermination de la biomasse (exprimée en biovolume total = abondance cellulaire *
volumes cellulaires spécifiques) permet de mesurer la diversité et la répartition des especes
présentes dans chaque échantillon. Cette diversité est calculée au moyen de l’indice de

Shannon (1948) :

n
H= — Z pilogpi
i=1

ou pi est la proportion de I’espéce i dans une communauté

(pi="7)
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Les valeurs de I’indice de Shannon sont toujours positives. L’indice de Shannon (Shannon,
1948) est un indice mathématique qui permet d’exprimer la diversité en tenant compte d’une
part du nombre d’especes et, d’autre part, de I’abondance des individus au sein de chacune de
ces especes. De ce fait, une communauté dominée par une seule espece aura un coefficient
moindre qu’une communauté dont toutes les especes sont représentées dans les mémes
proportions. La valeur de I’indice est proche de 0 quand une espéce domine trés nettement les
autres et augmente quand les différentes especes sont présentes dans des proportions plus
équilibrées.

V.2.7 Analyses statistiques

Des modeéles linéaires généraux ont été utilisés pour comparer les biovolumes totaux de
chaque espéce en fonction de la condition expérimentale dans chacune des communautés. Les
biovolumes totaux dans les conditions limitées ne variaient pas en fonction du temps aprés la
fin de croissance exponentielle. Dans ces conditions, les biovolumes totaux utilisés dans nos
analyses regroupent tous les biovolumes totaux mesurés aprés la fin de la croissance
exponentielle. En ce qui concerne le témoin, seuls les points finaux (sans limitation) ont été
utlisés représentant les biovolumes totaux maximaux. Afin de satisfaire les conditions
d’applications, les données ont été normalisées (Si besoin) via des transformations de type
Box-Cox (Box and Cox, 1964). Un test post hoc de Tukey était appliqué pour qualifier
statistiquement la présence ou I’absence de différence significative entre les traitements en

fonction des conditions environnementales.

Une analyse en composante principale a également été réalisée pour visualiser simultanément
I’évolution de I’abondance de Db, Ske, Hr et Pg et de la concentration en DIP et DIN dans
toutes les communautés. Le rapport N/P apparait en tant que variable supplémentaire car son
calcul dépend directement des valeurs de DIN et DIP. Enfin les abondances ont été Log-
transformées du fait de la forte différence observée des valeurs entre especes. Les valeurs

mesurées apres la fin de la phase de croissance ont été utilisées.
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V.3 Résultats

Les résultats présentés dans la partie ci-dessous concernent les communautés a trois, quatre et
six especes (voir tableau V-1). La communauté a 6 especes (Comme6) ne montrait rapidement
plus que quatre especes : Db, Ske, Pg et, dans une moindre mesure, Hr. Les deux autres
espéces, a savoir Thalassiosira rotula et Synechococcus sp. déclinaient rapidement des les
premiers jours d’expérimentation jusqu’a atteindre des abondances trop faibles pour étre
déterminées de maniére fiable avec nos méthodes de comptage. Ces especes, faiblement
présentes comparativement aux autres especes, n’ont donc pas joué de rdle au sein des

communautés et ont été exclues des analyses dont les résultats sont détaillés ci-dessous.

V.3.1 Structure des communautés

Les quatre communautés réalisées présentaient des résultats contrastés. Les trois especes
principalement représentées étaient Skeletonema sp. (Ske), Phaeocystis globosa (Pg) et
Ditylum brightwellii (Db). Le biovolume total, qui correspond a la somme de 1’abondance des
espéces multiplié par leur volume respectif, est utilisé comme indicateur de biomasse. Les
conditions témoins atteignaient des biovolumes totaux plus forts que les conditions limitées
(Tukey, p<0,05), excepté dans la Comm4 ou il n’y avait aucune différence entre la condition
N-lim et le témoin (tableau V-3). L’effet de la concentration en sels nutritifs sur le biovolume
total était spécifique et variait selon les communautés considérées. Ske par exemple montrait
un biovolume total inférieur dans les conditions limitées comparativement au témoin
uniquement dans la Comm6 (Tukey, p<0,05). Db présentait, de son coté, une diminution du
biovolume total dans la condition N-lim pour les Comm6 et Comma3 et dans la condition P-
lim pour la Comm3 (Tukey, p<0,05). Dans la Comm4, aucun effet de la limitation en sels
nutritifs n’est observé sur le biovolume total de cette espéce. Enfin, Pg présente un patron de
réponse plus clair avec un plus faible biovolume total dans la condition N-lim quelle que soit
la communauté et dans la condition P-lim uniquement dans la Comm3 (Tukey, p<0,05)
(Tableau V- 3).
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Tableau V-3:Biovolume totaux moyen en um? (+ écart type) de Db, Ske, Hr et Pg dans les différentes
conditions (P-lim, N-lim et témoin) et communautés expérimentales. Pour chacune des espéces, les
moyennes ne montrant pas d’attributs en commun sont significativement différentes (Test post-hoc
de Tukey <0.05)

P-lim N-lim Témoin
Db  5.90E+07 ( 3.61E+07 ) b 1.80E+08 ( 1.02t+08 ) a  6.71E+07 ( 299E+07 ) ab
Ske 1.56E+09 ( 5276+08 ) b 3.62E+09 ( 803E+08 ) b  6.28E+09 ( L172E+09 ) a
Commé Hr  7.63E+07 ( 247E+07 ) a 2.31E+07 ( L176E+07 ) a  6.90E+07 ( 3.60E+07 ) a
Pg 3.64E+08 ( 268E+08 ) a 9.96E+06 ( 1.65€+07 ) b  1.35E+09 ( 8.78E+08 ) a
total 2.06E+09 ( 855E+08 ) b 3.84E+09 ( 939E+08 ) b  7.76E+09 ( 267E+09 ) a
Db 2.88E+09 ( 6.26E+08 ) a 3.12E+09 ( 5926+08 ) a  2.89E+09 ( 1.00E+09 ) a
Ske 3.47E+09 ( 193E+09 ) a 2.25E+09 ( 1.16E+09 ) a  5.24E+09 ( 1.84E+09 ) a
Comm4 Hr  1.17E+07 ( 127e+06 ) a 8.42E+06 ( 6.10E+06 ) b  3.67E+07 ( 1.25€+07 ) a
Pg 3.04E+07 ( 170E+07 ) a 7.97E+06 ( L103€+07 ) b  4.67E+07 ( 2.23E+07 ) a
total 6.40E+09 ( 1.01E+09 ) ab  5.38E+09 ( 8026+08 ) b  8.21E+09 ( 1.76E+09 ) a
Db  1.05E+08 ( 1.59E+07 ) b 2.52E+07 ( 1026407 ) ¢ 5.10E+08 ( 2.10E+08 ) a
Ske 1.08E+09 ( 5.35E+08 ) a 1.25E+09 ( 3.55E+08 ) a  4.45E+09 ( 3.23E+09 ) a
comms3 Pg 3.59E+08 ( 1.756+08 ) b 1.17E+08 ( 675407 ) ¢ 1.69E+09 ( 2.76E+08 ) a
total 1.55E+09 ( 7.54E+08 ) b 1.39E+09 ( 3.236+08 ) b 6.65E+09 ( 233E+09 ) a

La figure V-1 recense également les biovolumes totaux mais exprimés en proportion afin de
mieux visualiser la participation de chacune des especes a la composition de chaque
communauté. En premier lieu, il est important de remarquer que Hemiselmis rufescens (Hr)
ne contribuait au maximum, en terme de biovolume total, qu’a 3% du biovolume total de la
communauté dans la Commé6 (Fig.V-1, tableau V-3). Bien que présente en proportions égales
aux autres en début d’expérimentation, la proportion représentée par cette espece a
rapidement décliné quelle que soit la communauté du fait de la limitation en sels nutritifs
(compétition) et/ou d’interactions négatives possibles avec les autres especes (allélopathie).
Ske était 1’espéce la plus représentée dans toutes les communautés et toutes les conditions,
excepté Comm4 dans la condition N-lim ou elle ne représentait que 44% du biovolume total
(Fig.V-1). Concernant Pg et Db, les proportions sont variables en fonction des communautés
et des conditions. Pg était en proportion plus abondante dans la condition P-lim et le témoin
ou elle contribuait jusqu’a 21% du biovolume total dans Comm3 et Comm6 tandis qu’elle ne
représentait jamais plus de 2% dans la comm4 (Fig.V-1). Les proportions représentées par
cette espece etaient plus faibles dans le milieu N-lim que dans les deux autres conditions
(Fig.V-1, tableau V-3).
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Ces proportions qui difféerent en fonction de la communauté et de la limitation en sels nutritifs
aboutissaient a des indices de Shannon tres variables (Fig.V-2). Un impact négatif de la
limitation en azote était observé sur cet indice dans les communautés a 3 et 6 especes. Cette
diminution résultait d’une forte représentation de Ske dans ces communautés dans les
conditions limitées en azote. La Comm4 présentait des indices moins variables, du fait de la
co-dominance de Ske et Db dans toutes les conditions pour cette communauté (Fig.V-1,
Fig.V-2).

V.3.1 Relations avec les sels nutritifs

Afin de mettre en évidence de maniére globale les relations entre les concentrations en DIN,
en DIP et I’abondance de chaque espéce une ACP a été réalisée (Fig.V-3). Les trois premieres
dimensions de I’ACP expliquent 81,74% de la variance. Les paramétres entrés dans cette
analyse sont le logarithme de ’abondance cellulaire (cellules.I) de Db, Ske, Hr et Pg, la
concentration en azote et la concentration en phosphore (umol.I™). Le logarithme du ratio N/P

figure en tant que variable supplémentaire.
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Fig. V-2: Valeur moyenne de l'indice de Shannon relevée pour les Comm3, Comm4 et Comm6 dans
les conditions N-lim (gris foncé), P-lim (gris clair) et Témoin (noir).

L’abondance cellulaire de Pg et Db et la concentration en DIP et en DIN sont bien corrélées
avec la premiére composante qui explique 34.16% de la variance. La deuxiéme composante
(29,63%) est reliée a I’abondance de Ske et Hr. Enfin, la troisieme composante explique
17,95% de la variance et est fortement corrélée avec 1’abondance cellulaire de Db (cos2=0,51).
L’ACP met en évidence une corrélation négative entre 1’abondance de Pg et la concentration
en DIP. Cela signifie que Pg était abondante quand la concentration en DIP était faible. De

plus une corrélation négative est également observée entre le nombre de cellules de Db et Pg.

Une corrélation positive entre 1’abondance de Db et la concentration en DIP est observeée.
Cependant cette relation n’est pas forte, Db étant principalement corrélée avec la troisiéme
composante (Fig.V-2b). Enfin, I’abondance cellulaire de Ske et de Hr semble ne pas dépendre

directement de la concentration en sels nutritifs.

La projection des individus sur les deux premieres composantes (Fig.V-3c) met en évidence
qu’une forte concentration d’azote est observée dans les conditions P-lim et, inversement,
qu’une plus forte quantité de phosphore est mesurée dans la condition N-lim. Par ailleurs, la
Comm4 (représentée par des triangles) s’isole particllement des deux autres communautés.

Une faible concentration en DIN et en DIP était mesurée dans la condition P-lim pour cette
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communauté (Fig.V-3c). Sur la troisiéme composante, la Comm4 se distingue des deux autres

du fait de la forte abondance de Db et Ske et d’une abondance moindre de Pg (Fig.V-3d).

L’ACP nous donne une vision globale des corrélations qui existent entre 1’abondance
cellulaire des différentes espéces dans toutes les communautés et les concentrations en sels
nutritifs. Hormis pour Pg, il n’y a pas de lien clair entre la concentration en sels nutritifs et
I’abondance cellulaire. En utilisant une approche plus directe, a savoir en faisant des
régressions linéaires, des relations apparaissent entre 1’abondance cellulaire et le rapport N/P
(Fig.V-3). Des relations positives significatives entre I’abondance de Pg et le rapport N/P sont
observées dans les Comm4 et 6 (R2>0,12, p<0.05) (Fig.V-4a). Des relations significatives
existent également dans la Comm3 et la Commé6 pour Ske avec, contrairement a Pg, une
diminution du rapport N/P quand I’abondance de Ske augmente (R>>0,12, p<0,05) (Fig.V-
4b). Db présente également des relations significatives dans les Comm3 et 6, avec une
augmentation de 1’abondance avec le rapport N/P dans la Comm3 et une relation inverse entre

ces deux facteurs dans la Commé (Fig.V-4c).
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Fig. V-3:Cercle des corrélations pour les deux premieres composantes (a) et les composantes 1 et 3
(b). Les variables d’intéréts sont : le logarithme de I'abondance de Db (Db, en cellules.I’"), de Ske, de
Hr et de Pg, la concentration en azote inorganique dissous (DIN, pmol.I") et en phosphore
inorganique dissous (DIP, pmol.I'"). Le logarithme du rapport N/P est intégré en tant que variable
supplémentaire. Projection des individus sur les deux premiéres composantes (c) et les composantes
1 et 3 (d) des individus de la Comm3 (rond), Comm4 (triangle) et de la Comm®6 (carré) dans les
conditions P-lim (bleu), N-lim (vert) et Témoin (rouge).
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V.3.2 Comparaison des rendements en monoculture et en communauté

Dans cette partie nous nous intéressons aux relations entre la diversité et I’efficacité de
différents processus physiologiques, a savoir 1’absorption des ressources et 1’assimilation de
ces ressources pour la photosyntheése, la production d’hydrates de carbone, d’azote total et de

carbone organique et la production de biomasse.

V.3.2.1 Effets spécifiques de la mise en communauté

Le rendement spécifique a été calculé pour les biovolumes totaux afin de savoir si une espéce
donnée a, pour une condition donnée, un biovolume total plus grand en communauté qu’en
monoculture. Hormis Hr et Ske dans la condition N-lim et Hr et Pg dans le témoin de la
Comme, toutes les espéces présentaient des rendements inférieurs a -1, mettant en évidence
des rendements de biomasse spécifique plus faibles en communauté qu’en monoculture quelle
que soit la condition (Fig.V-5). Les conditions abiotiques étant les mémes qu’en monoculture
cette observation traduit la présence de compétition entre les différentes espéces et la présence

d’un effet de sélection plutot que de complémentarité.
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Fig. V-5: rendement spécifique du biovolume total Chez Db (rond), Ske (croix), Hr (triangle) et Pg
(carré) dans les communautés a 6, 4 et 3 espéces dans les conditions P-lim (gris clair), N-lim (gris
foncé) et témoin (noir). -1 représente la valeur seuil a partir de laquelle le rendement de I'espéce en
communauté équivaut a celui en monoculture
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Ske montrait les rendements spécifiques les plus hauts dans toutes les communautés et
semblait la moins impactée par les relations biotiques interspécifiques. Par ailleurs, hormis
dans la communauté a 4 especes ou Db présentait des rendements spécifiques autour de -2,
Db était fortement affectée par la présence des autres especes dans les comma3 et 6 (Fig.V-5).
Enfin, Hr présentait un sur-rendement du biovolume total dans la condition N-lim et le témoin
de la Comm6. Cependant, cette espece ne représentait jamais plus de 3% du biovolume total

des communautés mettant alors en évidence la faible productivité de Hr.

V.3.2.2  Etude comparative de l’absorption de la ressource. Les communautés
surpassent elles les monocultures ?

Trois ressources principales au développement des microalgues ont été suivies dans nos
expérimentations: 1’azote inorganique dissous (DIN), le phosphore inorganique dissous (DIP)

et la lumiere.

Concernant le DIN et le DIP les rendements étaient majoritairement supérieurs a 1 (Fig.V-6)
indiquant un sur-rendement et donc une meilleure absorption de ces ressources par les
communautés. La Comm4 se démarquait en présentant des rendements trés élevees, allant
jusque 3,6 pour le DIP et 45,5 pour le DIN (Fig.V-6). Ces fortes valeurs coincidaient avec la
forte proportion de Db dans cette expérimentation (Fig.V-1). Des sous-rendements ont
néanmoins été observés. Le premier était constaté dans la condition P-lim dans la Comm6
pour I’absorption de DIP et le deuxiéme dans la condition N-lim dans la Comm3 pour
I’absorption de DIN (Fig.V-6). En cas de limitation, I’absorption de ressource limitante était
moindre dans la communauté que dans la monoculture pour ces deux expérimentations. Enfin,
il n’existe aucune relation significative entre I’indice de Shannon et ces deux rendements. Les
deux ressources limitantes, a savoir le DIN et le DIP, sont globalement plus absorbées dans

les communautés que dans les monocultures.
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Fig. V-6: rendement de I'absorption de DIN (a) et DIP (b) dans les conditions limitées en DIN (N-lim,
gris foncé), en DIP (P-lim, gris clair) et témoin (Control, noir) pour les Commé6 (carré), Comm4
(triangle) et Comm3 (rond). 1 représente la valeur seuil a partir de laquelle le rendement de I'espéece
en communauté équivaut a celui en monoculture.

Concernant 1’absorption de lumiére, nous disposons de deux parameétres : le coefficient
d’absorption spécifique de la chlorophylle a (a*) et, le taux de transfert d’électrons sous une
lumiére de 110 pmol photons.m2.s™ (ETR110). Tout d’abord, nos résultats mettent en évidence
I’absence de relation significative entre la diversité spécifique (indice de Shannon) et les
valeurs de rendement pour a* et ETR110 (Fig.V-7). Ensuite, un sur-rendement était tres
largement observe sur le a* avec seulement un sous-rendement pour ce parameétre dans la
condition limitée en DIP de la Comm6 (Fig.V-7) ; cette méme condition présentait un sous-
rendement sur l’utilisation du DIP (Fig.V-6). Les rendements pour ETRi;o montraient
globalement la méme tendance que pour le a*, mais davantage de conditions présentaient des
sous-rendements modérés (0.83<yield<1) excepté pour un témoin dans la Comm6. Comme
observé sur le rendement de [I’utilisation de DIN et de DIP, la Comm4 présente les
rendements les plus forts et ne présente que des sur-rendements dans toutes les conditions
(Fig.V-7).

159



rendement a*
| ]

° A A
]
[
1 | |
v
0s
02 indice de Shannon e
204 Trait
@ Control
® nim
Paim
Comim
® comm3
A commd
ol A W commé
&
[= [ °
w
=
n
= [ ]
2 A
c Al
D1
2
] ° [}
‘b
054
os indice de Shannon e

Fig. V-7: rendements du coefficient d’absorption spécifique de la chlorophylle a (a, a*) et du taux de
transfert d’électrons (b, ETR;10) dans les conditions limitées en DIN (gris foncé), en DIP (gris clair) et
témoin (noir) pour les Comme6 (carré), Commd4 (triangle) et Comm3 (rond). Le a* était exprimé en mg
Chla.I" et ETRy;0 en umol e.mg Chla™.s™ pour les cultures mono et plurispécifiques. 1 représente la
valeur seuil a partir de laquelle le rendement de I'espéce en communauté équivaut a celui en
monoculture.

V.3.2.3  Utilisation de la ressource. La présence de plusieurs espéces favorise
t’elle la productivité de la communauté?

Plusieurs parametres peuvent rendre compte de 1’assimilation de la ressource absorbée. Nous
nous consacrerons a la formation de carbone organique et d’azote total (respectivement POC
et PON), a la quantité d’hydrates de carbone particulaires et dissous ainsi qu’a la production

de biomasse (biovolume total).

Les communautés produisaient moins d’hydrates de carbone que les monocultures, un sous-
rendement a en effet été constaté pour toutes les expérimentations pour les hydrates de
carbone dissous (Fig.V-8a). Ces effets étaient variables en fonction de la communauté et de la
limitation en sels nutritifs, la Comm4 par exemple présentait des rendements allant jusque
0,89 dans la condition P-lim.
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En ce qui concerne les hydrates de carbone particulaires, des rendements plus éleves que ceux
observés pour les hydrates de carbone dissous, étaient constatés méme si les communautés
produisaient moins que les monocultures ; excepté pour la condition N-lim dans la comm6 qui
présentait un faible sur-rendement (Fig.V-8b). Les hydrates de carbone particulaires
représentent une partie du contenu en carbone organique particulaire (POC). L’étude de ce
POC met en évidence la diminution du contenu en carbone organique dans les communautés
par rapport aux monocultures dans la Comm6 (rendements<1), qui présentait les rendements
les plus faibles. La Comm4 et la Comm6 présentaient des rendements plus variables, allant de
0,48 (sous-rendement) a 1,26 (sur-rendement) (Fig.V-8c).

La quantité d’azote total (PON) montrait des résultats un peu différents. En effet, dans la
Comm4 la quantité de PON était plus forte dans les communautés que les monocultures
(rendement >1). Par ailleurs la Comm3 montre des rendements compris entre 0,86 et 1,22,
correspondant principalement a un sous-rendement sauf pour un point dans N-lim. Enfin,
comme observé sur le POC, la Comm6 présentait les rendements les plus faibles, compris
entre 0,51 et 0,82 (Fig.V-8d).
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Fig. V-8:rendement du contenu en hydrates de carbone dissous (a) et particulaires (b), et en carbone
organique particulaire (c) et en azote organique total (d) dans les conditions limitées en DIN (gris
foncé), en DIP (gris clair) et témoin (noir) pour les Comm6 (carré), Comm4 (triangle) et Comm3
(rond). La quantité d’hydrates de carbone était exprimée en ugkq glc. cell”’, le POC et le PON en pg
C.cell* et pg N.cell* pour les cultures mono et plurispécifiques. 1 représente la valeur seuil a partir
de laquelle le rendement de I'espece en communauté équivaut a celui en monoculture
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Les ressources sont absorbees et assimilées par le phytoplancton pour la production de
biomasse. Malgré une meilleure absorption de ces ressources, la production de biomasse, ici
exprimée en biovolume total, était globalement inférieure en communauté qu’en monoculture.
En effet, dans toutes les communautés des rendements compris entre 0.15 et 0.55 étaient
observés dans les conditions limitées en sels nutritifs (Fig.V-9). Les témoins montraient
également des rendements moins élevés en communauté dans les Comm4 et Comm3, malgré
des valeurs plus fortes qu’en condition limitées. Seule la Commo6 posséde, dans le témoin, des
biovolumes totaux supérieurs en communautés qu’en monoculture (Fig.8). Il n’existait aucune
relation significative entre les différents parametres de productivité observés et 1’indice de

diversité de Shannon (Fig.8 et Fig.9).
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Fig. V-9:rendement du biovolume total dans les conditions limitées en DIN (gris foncé), en DIP (gris
clair) et témoin (noir) pour les Commé6 (carré), Comm4 (triangle) et Comm3 (rond). Le biovolume
total était exprimé en um>.I™" pour les cultures mono et plurispécifiques. 1 représente la valeur seuil a
partir de laquelle le rendement de I'espéce en communauté équivaut a celui en monoculture
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V.4 Discussion

Les trois communautés réalisées montrent des résultats contrastés. Tout d’abord bien que trois
especes soient principalement présentes dans les communautés, les proportions de chacune de
ces espéces different en fonction de I’expérimentation. En effet, dans la Comm4 une co-
dominance de Ske et Db est observée alors que Db n’est présente qu’en faible proportion dans
les deux autres communautés. Dans 1’ensemble, la concentration en sels nutritifs a eu un effet
structurant sur les communautés (Comma3 et 6) et a aussi influencé la productivité de ces
cultures plurispécifiques. Aucun lien clair n’est observé entre la productivité et I’indice de
diversité, que ce soit sur des parametres de stock (Hydrates de carbone, Carbone et Azote

organique, biovolume totaux, abondance cellulaire) ou de flux (photosynthese).

Afin d’appréhender I’ensemble des réponses observées dans toute leur complexité nous
traiterons d’abord de la structure de chacune des communautés en fonction des conditions
expérimentales. Puis nous aborderons, en lien avec la composition des communautés et les
conditions expérimentales, les rendements de chacune des communautés en comparaison des

monocultures.

V.4.1 Structure des communautés expérimentales

V.4.1.1 Skeletonema sp : une espéce compétitive

Dans toutes les expérimentations réalisées Ske a dominé, ou co-dominé (Comm4), les
communautés en représentant au minimum 44% du biovolume total dans la Comm4 et jusqu'a
92% dans la Commé6. Cette espece était abondamment présente dans toutes les conditions, et
donc a des concentrations en sels nutritifs variées. De ce fait, 1’analyse en composante
principale ne nous permet pas de faire de lien direct entre la concentration en sels nutritifs et
la biomasse produite par Ske. Cette capacité a dominer les communautes est liée a la taille de
cette espéce et les conséquences qui en découlent. En effet, Ske est une diatomée de petite
taille ce qui induit tout d’abord un fort taux de croissance (Marafion et al., 2013), comme nous
I’avions déja observé en monoculture (Tableau 111-3), mais aussi un rapport surface/volume
élevé impliquant une meilleure capacité d’absorption des sels nutritifs par diffusion (Marafion
et al., 2013; Raven, 1998). Cette espece va donc rapidement croitre et s’octroyer une grande
partie des sels nutritifs disponibles, limitant alors la croissance des autres espéces, ou

masquant leur croissance effective du fait d’une capacité¢ de croissance plus forte. Cette
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espece se comporte alors comme une super-espéce, au sens de Schmidtke et al. (2010) et
Ptacnik et al. (2010).

Néanmoins, malgré la forte proportion de Ske, Db et Pg sont présentes dans des proportions
variables dans toutes les communautés. Pg et Db pouvait représenter respectivement jusqu’a
21% et 55% du biovolume total. Contrairement a ce qui a été observé pour Ske, la
concentration en sels nutritifs va influencer la production de cellules chez Pg. En effet, cette
espéce est peu representée dans la condition N-lim traduisant une plus forte sensibilité de la
production de biomasse a la limitation en azote qu’en phosphore. De plus une relation
significative et positive entre Pg et le rapport N/P est observée, en accord avec les résultats de
Schoemmann et al. (2005) et de Hillebrand et al. (2013) qui mettent en évidence des rapports
N/P optimaux plus élevés pour les prymnesiophycées que pour les diatomées, et donc une
plus forte sensibilité a la limitation en azote. De plus cette espece est potentiellement capable
d’utiliser d’autres sources de phosphore de par la présence de la phosphatase alcaline (Van

Boekel and Veldhuis, 1990), limitant alors les effets d’une carence en DIP.

Enfin, la troisiéme espéce fortement représentée dans nos communautés est Db. Cette espéce
de grande taille est peu sensible a la limitation en sels nutritifs comme nous 1’avons mis en
évidence dans les chapitres précédents. Néanmoins, cette espéce est de grande taille et
présente donc des taux de croissance plus faibles que Ske et Pg. Ske va, de par son taux de
croissance rapide, rapidement consommer les sels nutritifs. Db étant peu sensible a la
limitation va pouvoir croitre, méme a des concentrations en DIN et DIP faibles, et produire de
la biomasse. Nos résultats ne montrent pas de lien clair entre le rapport N/P et I’abondance de
cette espéce, ces deux parameétres étant positivement corrélés dans la Comm3, négativement
dans la Comm4 et ne présentant pas de lien significatif dans la Commé6. Toutefois, I’analyse
en composante principale met en évidence des concentrations en DIP qui augmentent avec
I’abondance de Db. Ceci résulte, d’une part, de la présence de Db dans les conditions N-lim
qui présentent de fortes concentrations en DIP et, d’autre part, d’une forte consommation
d’azote dans la Comm4 qui aboutit & une forte concentration en DIP qui est peu consommé
par rapport a I’azote. Cette forte consommation d’azote dans la Comm4 explique également la
forte proportion de Db au détriment de Pg qui se retrouve limitée dans toutes les conditions
expérimentales pour ces communautés. L’analyse en composante principale met également en
évidence des relations négatives entre 1’abondance de Db et de Pg. Cela s’explique par la

présence de Db dans les conditions N-lim, ou Pg est peu présente, mais peut également
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traduire la compétition potentielle entre ces deux especes pour I’élément phosphore dans les

conditions P-lim et les témoins.

Nous disposons de peu de données pour Tr et Hr et ne pouvons pas, par conséquent, mettre en
évidence une relation entre la proportion de Tr, Hr et la concentration en sels nutritifs dans
nos communautés. La proportion de biovolume de Tr décline rapidement dans toutes les
conditions. Cette espece semble étre fortement affectée par la présence d’autres especes, via
soit une compétition interspécifique pour la ressource, soit un phénomene d’allélopathie. Hr,
de son coté, avait un rendement de biovolume total plus fort en communauté qu’en
monoculture dans les conditions N-lim et témoins de la Comm6. Pourtant Hr ne représente
jamais plus de 3% du biovolume total dans la Comm6 mettant en évidence la faible
productivité, en terme de biovolume total, de cette espéce en comparaison de Db, Ske et Pg.
Hr entre dans la composition des communautés de cryptophycées observées en Manche
Orientale. Houliez et al. (2013) ont mis en évidence la présence de ces communautés durant
toute I’année dans le détroit du Pas-de-Calais avec une proportion de biomasse trés faible en
comparaison de la totalité de la biomasse phytoplanctonique (en accord avec nos résultats)
entre Février et Juillet, période durant laquelle sont observées dans cette zone géographique
des efflorescences de diatomées (composées pour partie de Db, Tr et Ske) et de Phaeocystis

globosa (Hernandez-Farifas et al., 2013; Schapira et al., 2008).

Nos résultats sont caractérisés par de fortes variations de I’indice de Shannon au cours du
temps. Les conditions initiales sont caractérisées par une égale répartition des espéces et donc
un indice de Shannon proche du maximum. Au cours du temps cet indice a tendance a
diminuer consécutivement a un changement de distribution des différentes especes. Dans les
Comm3 et Comm6 cet indice est tributaire de la condition expérimentale. En effet, I’indice de
Shannon était plus faible dans la condition N-lim que dans les deux autres conditions du fait
du fort impact de la limitation en azote sur la production de biomasse des espéces algales et
tout particulierement sur Pg. Dans la Comm4, I’indice de Shannon est €élevé et ne varie pas en
fonction de la condition expérimentale. Cette communauté est, en termes de biovolume total,
composée presque a 50% de Db qui est une espéce peu sensible a la limitation en sels
nutritifs, et dont la biomasse ne varie pas ou peu dans les différentes conditions
expérimentales. Cette variabilité de I’indice de Shannon a également été mise en évidence sur
le phytoplancton en milieu naturel (Napoléon et al., 2014). L’utilisation de cet indice, bien
que courant dans les études diversité/productivité, ne semble pas optimal dans notre cas. En

effet, un indice, basé sur les aspects fonctionnels (ici prenant compte de la taille), mériterait
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d’étre développé pour représenter les relations entre productivité et un indice de diversité, non

plus spécifique, mais fonctionnelle.

V.4.2 Analyse des rendements : les communautés sont-elles plus productives que les
monocultures ?

Afin de rendre compte de I’efficacité quant a 1’utilisation des ressources et la production des
communautés par rapport aux monocultures, des rendements sont calculés sur différents
stocks : la concentration d’azote (DIN), de phosphore (DIP), d’hydrates de carbone
particulaires et dissous, de POC, de PON, le a* et le biovolume total. Les rendements sur un

parametre de flux, le taux de transfert d’¢électrons (ETR130) sont également estimés.

V.4.2.1 Meilleure efficacité des communautés pour [’utilisation des ressources

%+ Absorption des sels nutritifs

Comme I’ont également montré Ptacnik et al. (2008), Hillebrand et Lehmpful (2011) pour le
phytoplancton dulcicole ou encore Olli et al. (2014) pour le phytoplancton marin, les
communautés sont plus efficaces pour I’absorption de DIN et de DIP que les monocultures,
par comparaison avec ce que 1’on devrait observer si les individus en communautés se
comportaient comme dans les monocultures. Cette meilleure efficacité dans 1’absorption des
sels nutritifs est due a la présence d’un effet de complémentarité ; les communautés étant
composées de différentes espéces qui présentent des affinités différentes pour ces sels
nutritifs. En effet, Schoemmann et al. (2005) et Hillebrand et al. (2013) ont mis en évidence
des rapports N/P optimaux globalement plus élevés pour les prymnesiophycées que pour les
diatomées. Cette meilleure efficacité dans 1’absorption des ressources n’avait, a notre
connaissance, jamais été montrée expérimentalement sur le phytoplancton marin et met en
évidence le role prépondérant du phytoplancton et de la diversité des microalgues sur la
régulation de la concentration en azote et en phosphore, comme 1’ont trés récemment mis en

évidence Olli et al. (2014) en mer Baltique.

+¢+ Ultilisation de la lumiére disponible

Le coefficient d’absorption spécifique de la chlorophylle a (a* en m2mg chla™) est utilisé
comme un indicateur de I’efficacité¢ d’absorption de la lumiére. Un a* plus grand implique

une meilleure absorption de lumiere. Ce coefficient varie en fonction de I’espéce et de la
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condition en sels nutritifs en monoculture comme nous 1’avons montré dans le Chapitre 2 et 3.
Les rendements concernant ce parametre sont supérieurs ou égaux a 1 (sauf pour une
observation ou il est égal a 0,83) indiquant que les communautés ont parfois une aussi bonne
mais souvent meilleure capacité d’utilisation de la lumiére que les monocultures. Comme en
ce qui concerne 1’absorption de DIN et de DIP, cette meilleure capacité d’absorption de la
lumiére est due a un effet de complémentarité entre especes. Les especes étudiées possedent
des arrangements et compositions pigmentaires différents augmentant alors la capacité
d’utilisation de la ressource lumineuse comme 1’ont mis en évidence Behl et al. (2011) et

Stockenreiter et al. (2013) sur des communautés phytoplanctoniques d’eau douce.

Associé a cette augmentation du rendement pour le a*, nous observons la méme tendance
pour le taux de transfert d’électrons (ETR110) qui correspond au flux d’électrons au niveau des
photosystemes 1. En effet, 73% des observations présentent un sur-rendement pour ce
parameétre. En plus de la meilleure absorption observée via le a*, ce rendement élevé met en
évidence une meilleure utilisation de la lumiére vers la photosynthese la aussi résultant d’un
effet de complémentarité. La capacité photosynthétique des microalgues a tendance a
diminuer en cas de limitation en sels nutritifs (e.g. Turpin, 1991; Wykoff et al., 1998), comme
nous I’avons montré dans le Chapitre 2. Le fait d’avoir des rendements supérieurs a 1 dans
tout type de condition implique un moindre effet de la limitation en sels nutritifs sur la
capacité photosynthétique des cellules en communautés ou un effet complémentarité plus fort

que ’effet limitation.

V.4.2.2 Assimilation des ressources absorbées

Nous venons de mettre en évidence une meilleure absorption de la ressource des
communautés par rapport aux monocultures. Ces ressources, une fois absorbées, vont étre
assimilées par les cellules algales dans diverses voies que nous étudierons a travers
I’évolution de la quantité d’hydrates de carbone dissous et particulaires, la quantité de carbone
(POC) et d’azote total (PON) et le biovolume total.

Des sous-rendements sont constatés sur les hydrates de carbone dissous et particulaires (sauf
un point en Comm6 N-lim) de toutes les communautés dans toutes les conditions. Cette
quantité d’hydrates de carbone dissous et particulaires est directement liée a I’état
physiologique des cellules. Tout d’abord, il existe une corrélation négative entre le taux de

croissance et le contenu en hydrates de carbone des cellules (Wang et al., 2010). D’un autre
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coté, une augmentation de la quantité d’hydrates de carbone dissous et particulaires par
cellule est régulierement observée en cas de limitation en sels nutritifs. Ces hydrates de
carbone sont produits par la photosynthése et ne vont pas pouvoir étre couplés a de 1’azote ou
du phosphore devenus limitant, ce qui empéche leur utilisation (Granum et al., 2002; Mari et
al., 2005; Myklestad, 2000; Urbani et al., 2005). Cette réponse est néanmoins espece
dépendante (Granum et al., 2002; Urbani et al., 2005). La présence de sous-rendements
résulte alors, soit d’une plus forte division cellulaire, d’une production de biomasse plus faible

ou alors d’un impact moindre de la limitation en sels nutritifs dans les conditions limitées.

Les quantités d’azote total et de carbone organique particulaire (PON et POC) montrent,
comme pour les hydrates de carbone, une tendance globale au sous-rendement avec toutefois
la présence de sur-rendements principalement dans la Comm4. Ces sous-rendements en POC
indiquent une quantité de carbone organique particulaire plus faible dans les communautés
qu’en monoculture. Le POC est principalement composé de lipides, hydrates de carbone et
acides aminés tandis que le PON est composeé a plus de 70% de protéines. La quantité de PON
et POC par cellule va dépendre de I’espéce et de 1’état physiologique des cellules (Collos and
Berges, 2004; Fernandez-Reiriz et al., 1989; Myklestad, 1974). La présence de sous-
rendements concernant ces parametres peut résulter d’une production de biomasse faible. En
effet, le POC et le PON sont directement reliés au nombre de cellules, une production de
cellules moindre implique une moindre quantité de POC et PON. D’autre part, le quantité de
POC par cellule a tendance a augmenter en cas de limitation en sels nutritifs (Alderkamp,
2006; Guerrini et al., 2000; Harrison et al., 1990), tandis que la quantité de PON a tendance a
diminuer en cas de limitation en DIN (Bi et al., 2012; Hecky and Kilham, 1988; Lynn et al.,
2000). La Comm4 montre des sur-rendements concernant la quantité de PON et de POC
mettant en évidence une quantité plus grande de POC et PON comparée a celle attendue si les
individus se comportaient comme en monoculture. Associé a ce fort rendement, la Comm4
présentait les plus forts rendements concernant 1’absorption des éléments nutritifs. Cette
communauté était la seule a présenter une forte proportion de Db dans toutes les conditions et
montrait une forte absorption de sels nutritifs qui aboutit a la formation accrue de POC et
PON.

L’absorption des sels nutritifs et leur assimilation sont réalisées par le phytoplancton pour, au
final, produire de nouvelles cellules. Nous nous sommes intéressés ici a la production de
biomasse a travers 1’étude du biovolume total. Concernant la production de biomasse par

espece, des sous-rendements sont observés dans 85% des cas. Cela signifie que chacune des
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especes montre un biovolume total inférieur en communauté qu’en monoculture. Cela résulte
d’une compétition pour la ressource entre les différentes especes en présence dans une méme
communauté. Les 15% de cas de sur-rendements observés le sont dans la Comm6 et ne
concernent jamais Db, qui semblait étre davantage affectée par un effet de compétition. Ce
sur-rendement est tres Iéger et indique que Hr et Ske ont des biovolumes totaux un peu plus
importants dans la condition limitée en azote de la Comm6 qu’en monoculture. Le méme
résultat est observé dans le témoin sur Hr, Ske et Pg. La présence de sur-rendement implique
une absence de compétition associée a un effet complémentarité dans ces conditions
(Hillebrand and Matthiessen, 2009).

Enfin, concernant le biovolume total non plus spécifigue mais des communautés, un
rendement inférieur & 1 est observé dans toutes les communautés et toutes les conditions
(excepté le ttmoin de la Comm6), indiquant une plus faible production de biovolume total des
communautés par rapport aux monocultures. La limitation en sels nutritifs semble influencer
ce rendement, les conditions témoin montrent des rendements plus forts que les conditions
limitées. La présence de sous-rendements associée a 1’absence de relation entre quantité de
biomasse et diversité entre en contradiction avec le patron de réponse régulierement observe
(Behl et al., 2011; Cardinale et al., 2013; Power and Cardinale, 2009; Ptacnik et al., 2010).
Néanmoins, Schmidtke et al. (2010) observaient un patron de réponse similaire qu’ils
attribuaient a un fort effet sélection. En effet leurs expérimentations étaient rapidement
dominées par Monoraphidium minutum, une espéce qui s’avérait peu productive en
monoculture, ce qui avait pour effet d’influencer négativement la productivité des
communautés. Dans nos expérimentations, Ske représentait la plus large proportion des
communautés. Cette espece montrait de forts biovolumes totaux en monoculture quelle que
soit la condition en comparaison de Db et Pg. Les sous rendements observés ici ne semblent
pas pouvoir s’expliquer par la forte proportion de Ske mais semblent davantage résulter d’un

fort effet de la limitation en sels nutritifs sur ce parametre.

Les communautés présentaient une forte capacité d’absorption des ressources mais une faible
capacité de transformation de celles-ci en biomasse. La quantité de DIN et DIP absorbés peut
alors soit étre stockée au sein de la cellule, soit étre utilisée pour un autre processus que la

production de biomasse que nous n’aurions pas mesuré comme par exemple la respiration.
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V.5 Conclusion et intérét de I’approche multifactorielle

Contrairement a ce qui a été observé dans de nombreuses études portant sur la relation
diversité/productivité nous n’observons pas de relation positive entre la productivité de nos
communautés et la richesse spécifique (Behl et al., 2011; Cardinale et al., 2013; Cardinale et
al., 2006; Duffy, 2009; Power and Cardinale, 2009). Balvanera et al. (2006) ont recensé
difféerent niveaux de complexité dans les expérimentations portant sur les relations
productivite/diversité et distinguent trois grand groupes d’expérimentations : celles présentant
des diversité spécifiques faibles (nombre d’especes < 10), intermédiaires (entre 11 et 20
especes) et fortes (nombre d’espéces >20). Ces auteurs mettent en évidence 1I’importance du
nombre d’especes utilisées dans la conclusion de 1’expérimentation. Notre étude appartient a
la catégorie «faible diversité spécifique », en travaillant sur 6 especes (dont certaines
n’influencent pas 1’expérimentation) et 4 groupes fonctionnels, et est marquée par un effet de
sélection fort, limitant les possibilités d’observation d’éventuels effets de complémentarité.
D’autres auteurs travaillant également a faible diversité spécifique ont cependant montré une

relation positive entre diversité et productivité (Behl et al., 2011; Power and Cardinale, 2009).

En comparaison d’autres études portant sur les relations entre la diversité et la productivité ou
le fonctionnement de I’écosystéme (Byrnes et al., 2014) notre étude integre de nombreux
parametres, de I’absorption des ressources a la formation de biomasse . De plus notre étude
integre a la fois des parameétres de stocks (quantité d’hydrates de carbone, de carbone, d’azote,
de cellules) et de flux (ETR110). Cette approche multifactorielle nous permet d’appréhender
les réponses des communautés a plusieurs niveaux et de mieux comprendre les réponses
observées. En ne mesurant que la production de biomasse, ce qui est fréquemment réalisé,
nous n’aurions pu mettre en évidence le caractére particulier de la Comm4 qui présente des
sur-rendements concernant le POC et le PON et serions ainsi passé a c6té de I’'importance de
Db dans les réponses observées. Par ailleurs, cette approche multifactorielle a permis de
mettre en évidence un décalage entre I’absorption des sels nutritifs qui est meilleure en
communauté, résultant d’un phénomene de complémentarité, et la formation de biomasse qui
est globalement inférieure en communauté, traduisant alors un phénoméne de compétition ou

de sélection. Néanmoins, les trois communautés présentent des résultats contrastés.
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V1. Synthése générale
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Dans le contexte du changement global, des modifications des concentrations et des ratios en
sels nutritifs sont observées en milieu naturel et sont concomitantes a I’augmentation des
températures des eaux océaniques. Cette etude permet de mettre en évidence certaines
réponses écophysiologiques des microalgues a ces changements environnementaux et de
discuter de 1’évolution des processus écosystémiques qui en dépendent. Par la mise en place
d’études expérimentales, des effets de la limitation en sels nutritifs (azote et phosphore), de la
température et de leurs interactions ont été mis en évidence sur différents traits de réponse
phytoplanctoniques a savoir : le taux de transfert maximum relatif et absolu d’électrons du
PSII, Pefficacité d’utilisation maximale de la lumiere, le rendement quantique maximum, la
quantité de chlorophylle a, le coefficient d’absorption spécifique de la chlorophylle a, la
quantité¢ de carbone organique particulaire, la quantité d’azote total particulaire, la quantité
d’hydrates de carbone particulaires et dissous, le taux de croissance des cellules, le volume

cellulaire et la formation de biomasse (a travers plusieurs indicateurs).

Les facteurs environnementaux expérimentés (sels nutritifs et température) influencent
différemment les traits de réponses, mais les patrons de réponses différent également par
espéces ou groupes d’espéces. Dans cette synthése générale des travaux effectués, les
principaux effets de la limitation en azote et en phosphore sur les différents traits étudiés
seront tout d’abord présentés. Puis, les effets température et leurs interactions avec les sels
nutritifs seront détaillés. Dans une deuxiéme partie nous discuterons de 1’aspect fonctionnel
des réponses aux variations environnementales en insistant d’abord sur le lien entre la taille et
les réponses observées et ensuite sur les réponses spécifiques qui ne peuvent étre simplement
liées a un facteur morphologique mais plutdt a d’autres caractéristiques spécifiques. Dans une
troisieme partie, les relations diversité/productivité seront décrites. Enfin diverses
perspectives d’études, basées sur nos résultats, seront discutées. Cette synthese présente
volontairement un plan différent de celui du corps principal du manuscrit afin d’offrir au

lecteur un autre angle de vue.

VI.1 Des réponses contrastées aux différentes conditions
environnementales des traits mesurés

— Effet sels nutritifs

La limitation en sels nutritifs va aboutir a des modifications a plusieurs niveaux des traits

étudiés. Bien que la résultante de la limitation en azote et en phosphore soit la méme, a savoir
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une diminution de la biomasse produite pour toutes nos espéeces, et ce, a travers tous les
indicateurs de biomasse utilisés (sauf le biovolume total pour Db), les effets observés sur les
traits de réponses different en fonction des sels nutritifs. En effet, concernant les parameétres
relatifs a la capacité photosynthétique 1’azote va avoir un effet négatif sur la quantité de
chlorophylle a par cellule et le coefficient d’absorption spécifique de la cholorophylle a (a*).
Ces effets peuvent étre accompagnés d’une diminution du taux de transfert d’électrons
maximum au niveau du PSII, de I’efficacité maximale d’absorption de la lumiére et du
rendement quantique maximum. La limitation en phosphore va, quant a elle, aboutir a la
diminution des processus photosynthétiques a savoir le taux de transfert maximum d’électrons
relatif, I’efficacité d’utilisation de la lumiére ou encore le rendement quantique maximum,
indépendamment de 1’aspect structurel des photosystémes et sans diminution de la quantité de
chlorophylle a par cellule. En effet, la limitation en phosphore n’aboutit jamais a la
diminution de la quantité de chlorophylle par cellule mais peut aboutir a des modifications du
a*, représentatif de ’arrangement pigmentaire. La chlorophylle est un pigment azoté (Turpin,
1991),de formule CssH;2MgN4Os, la limitation en phosphore, contrairement a la limitation en
azote, n’influence donc pas directement sa synthese. Cependant des variations du a* sont
observés et sont représentatives soit d’un réarrangement des pigments entre-eux, soit de la
modification de la quantité de pigments non chlorophylliens (Bricaud et al., 1995) en cas de
limitation en phosphore. Par ailleurs, la limitation en azote et en phosphore aboutit
globalement a une augmentation de la quantité d’hydrates de carbone et de carbone organique
par cellule {comme l'ont’, par exemple’, mis en évidence \Harrison, 1990 #102;Alderkamp,
2007 #129;Granum, 2002 #86 sur divers taxons}. Ces résultats soulignent le fait qu’une
méme limitation influence différemment les traits étudiés. En effet, d’un c6té la limitation en
sels nutritifs conduit a la diminution de différents indicateurs de I’activité photosynthétique
(comme I'ont observé sur divers taxons Da Silva et al., 2009; Geider et al., 1993; Lippemeier
et al., 2001; Turpin, 1991; Wykoff et al., 1998) et d’un autre coté a 1’augmentation de la
quantité d’hydrates de carbone par cellule (en accord avec Granum et al., 2002; Lai et al.,
2011; Mari et al., 2005; Myklestad, 1977). Cela résulte du fait que malgré la diminution de
I’activité photosynthétique, processus précurseur de la production d’hydrates de carbone, la
production d’hydrates de carbone perdure. Ces hydrates de carbone ne pouvant étre couplés a
de I’azote ou du phosphore et se retrouvant en exces par rapport aux besoins métaboliques de
I’individu, vont se retrouver stockés au sein de la cellule. Enfin, dans les communautés
expérimentales réalisées, la limitation en azote aboutit a une diminution des valeurs de

I’indice de diversité de Shannon, du fait d’une forte sensibilité a 1’azote de Phaeocystis
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globosa (comparativement au phosphore) (Riegman and Van Boekel, 1996) qui ne produit
que peu de biomasse en cas de limitation azotée. Les réponses décrites ci-dessus dessinent
bien les réponses globales aux limitations en sels nutritifs (Fig.VI-1). Néanmoins un fort effet
spécifique, décrit dans la section 2 de cette partie, va nuancer les patrons de réponse détaillés

ci-dessus.

Ces résultats mettent en évidence la complexité des effets des sels nutritifs sur les traits de
réponses phytoplanctoniques. Par ailleurs, ils montrent 1’intérét d’étudier le phytoplancton a
travers plusieurs traits de réponses. En effet, les effets différent selon les traits, et en
conséquence, des conclusions différentes pourraient étre formulées en fonction du trait étudie.
La diminution de la capacité photosynthétique associée a la diminution de biomasse observee
en cas de limitation en sels nutritifs laisse envisager des effets négatifs sur les réseaux
trophiques associés au phytoplancton. Les organismes consommateurs de phytoplancton,
comme les copépodes, auront moins de proies disponibles et pourraient alors déecliner ou
changer de cibles préférentielles en s’attaquant davantage aux ciliés aboutissant alors & un
véritable basculement du régime alimentaire (Breteler et al., 1999; Edwards and Richardson,
2004). Dans le méme temps, le fait qu’une augmentation de la quantité d’hydrates de carbone
par cellules et de la quantité d’hydrates de carbone exsudés soit constatée pour les mémes
especes en présence de limitation implique une potentielle meilleure valeur nutritive des
microalgues pour les niveaux trophiques supérieurs et une activité plus forte de la boucle
microbienne (Obernosterer and Herndl, 1995). De plus, Von Scheibner et al. (2014) ont
récemment mis en évidence un impact positif de ’augmentation de la température sur la
boucle microbienne, qui répond fortement et plus rapidement que le phytoplancton a
I’augmentation de température. Des études multifactorielles des réponses du phytoplancton a
la limitation en sels nutritifs augmentent alors la compréhension des réponses spécifiques

mais aussi des répercussions possibles sur les communautés associées.
— Effets température, quels liens avec les effets de la limitation en sels nutritifs ?

Comme 1’ont décrit Gillooly et al. (2001) ou encore Brown et al. (2004) la température
influence la physiologie des organismes a 1’échelle individuelle impliquant alors des
répercussions a 1’échelle des populations et des communautés. Chez les microalgues marines
une augmentation de température a tendance a aboutir a une augmentation des réactions
enzymatiques, de I’activité photosynthétique, de 1’absorption des sels nutritifs ou encore du

taux de croissance dans une gamme de température donnee (Bissinger et al., 2008; Claquin et
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al., 2008; Davison, 1991; Raven and Geider, 1988; Regaudie-de-Gioux and Duarte, 2012;
Toseland et al., 2013). Nos expérimentations ont été réalisees a deux (10°C et 14°C) voire
trois températures différentes (12°C pour Db, Tr et Pg en condition limitée en phosphore et
témoin). Ces températures entrent dans la gamme de température rencontrée par ces
microalgues en Manche Orientale. Dans nos expeériences, la température influence les

différents traits de réponse selon trois principales modalités (Fig.VI-1).

Premiérement, la température seule influence les traits de réponse. La température influence
le taux de croissance pour toutes les especes, sauf Ditylum brightwellii, qui augmente avec la
température en accord avec les résultats de Raven et Geider (1988). Concernant les autres
parameétres que le taux de croissance, Ditylum brightwellii est la seule espece sur laquelle est
observé cet effet température seul qui se traduit par des taux de transfert d’électrons et une
quantité d’hydrates de carbone dissous et particulaires par cellules plus forts a 14°C qu’a
12°C et 10°C (Tukey, p<0.05), les valeurs a 12°C et 10°C ne différant pas entres elles.

Deuxiemement, 1’effet température peut s’ajouter a I’effet sels nutritifs aboutissant a une
variation de « I’intensité » de D’effet des sels nutritifs. En ce cas, la nature de D’effet de la
limitation est la méme quelle que soit la température mais la variation de 1’effet observé est
dépendante de la température. Cet effet est observé sur la quantité de carbone par litre chez
Ditylum brightwellii, Skeletonema sp. et Phaeocystis globosa pour lesquelles une diminution
de la quantité de carbone est observée dans les conditions limitées en sels nutritifs (qui ne
different pas entre elles) avec un renforcement de cet effet quand la température augmente. Ce
type d’effet est également observé sur la production de biomasse, estimée par fluorescence in

vivo, chez Thalassiosira rotula avec un effet sels nutritifs moins fort a 14°C qu’a 10°C.

Enfin, un effet interaction entre les sels nutritifs et la température est souvent observé, se
traduisant par des différences de réponses a la limitation en azote et en phosphore aux
différentes températures d’étude. Cet effet interaction est le plus communément observé et
concerne tous les parameétres mais de facon spécifique. De plus, un effet interaction sur un
trait de réponse n’implique pas forcément un effet interaction sur les autres traits, méme si
ceux-ci sont fortement interdépendants, mettant en évidence les différences de réponse
individuelle de chacun des traits aux mémes conditions environnementales. De tels effets
interactifs entre la limitation en sels nutritifs et la température ont déja été mis en évidence sur
la croissance (Rhee and Gotham, 1981), le volume cellulaire (Peter and Sommer, 2013) ou la
production d’hydrates de carbone (Borchard and Engel, 2012; Vidyarathna and Granéli, 2013)
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sur d’autres taxons phytoplanctoniques. Dans nos expérimentations, cet effet d’interaction est
notamment remarqueé sur le taux de transfert d’électrons, 1’efficacité maximale d’utilisation de
la lumiére et le rendement quantique maximal de nos especes a faible volume cellulaire, Ske,
Pg et Hr. Pour Pg, cette interaction se traduit par la diminution de ces traits dans les
conditions limitées a 10°C tandis qu’aucun effet n’est observé a 14°C. La température
optimale pour notre souche de Pg semble étre 15°C, d’apres les études menées par Riegman et
Van Boeckel (1996). L’interaction traduit alors les effets d’une température sub-optimale
pour Pg, en accord avec les observations de Rhee et Gotham (1981) sur la croissance d’autres
taxons. A I’inverse, I’interaction entre les sels nutritifs et la température sur ces parametres
photosynthétiques chez Ske et Hr se traduit par une augmentation de 1’effet de la limitation en
azote quand la température augmente (Fig.l11-2 et tableau 111-3). Ces effets pourraient résulter
d’une diminution de la production d’enzymes (qui ont des structures moléculaires azotées),
dont de nombreuses sont impliquées dans 1’activité synthétique, en cas de limitation en azote
(Turpin, 1991). Une augmentation de température va avoir pour effet direct d’augmenter les
vitesses de réactions métaboliques (e.g. enzymatiques) (Gillooly et al., 2001) qui se traduit
par une formation de cellules plus importante (Raven and Geider, 1988; Regaudie-de-Gioux
and Duarte, 2012). La cellule va alors chercher a produire davantage et va avoir des réactions
enzymatiques plus rapides ce qui peut augmenter sa sensibilité a la limitation en azote. Par
ailleurs, Toseland et al. (Toseland et al., 2013) suggerent que la température peut influencer
I’allocation des ressources (ici 1’azote et le phosphore) et la steechiométrie du phytoplancton
en favorisant un investissement plus fort de ces ressources pour la photosynthése quand la
température augmente. Cette hypothése implique alors une demande de ressources plus forte
pour I’activité photosynthétique quand la température augmente. Ils ont ¢galement montré une
augmentation du rapport N/P des cellules avec 1’augmentation de température mettant en
évidence une augmentation de la sensibilité a la limitation en azote quand la température
augmente. Ces hypothéses concordent bien avec les effets interactifs de la limitation en sels

nutritifs et la température observés sur 1’activité photosynthétique chez Ske et Hr.

Bien que la température et la concentration en sels nutritifs aient toutes deux des effets sur la
majorité des espéces et des traits mesures il apparait que la concentration en sels nutritifs
dirige davantage les variations des traits de réponses que la température (Fig.VI-1), en accord
avec Marafion et al. (2014), Staehr et Sand-Jensen (2006), Tadonléké (2010), Marinov et al.
(2010) ou encore Peter et Sommer (2013). En effet, Peter et Sommer (2013) ont mis en

¢vidence une diminution du volume cellulaire de 46% par degrés Celsius d’augmentation en
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cas de limitation séveére en sels nutritifs tandis que cette diminution n’était plus que de 4.7%
en cas de limitation moins prononcée, montrant alors I’importance de 1’effet sels nutritifs. Par
ailleurs, Marafion et al. (2014) ont montré, via I’étude de production de biomasse et de
fixation de carbone mesurées dans des zones polaires, tempérées et tropicales, que les
réponses de ces parametres de production ne dépendent pas de la tempeérature mais bien de la
présence de limitation en sels nutritifs. Cette dominance de ’effet sels nutritifs par rapport a
I’effet température a une base physiologique trés simple. En effet, comme il est décrit par
ailleurs dans ce manuscrit, le principal effet de la température sur les organismes
phytoplanctoniques va étre d’accélérer les réactions enzymatiques qui interviennent dans la
plupart des processus physiologiques. Pour fonctionner une enzyme a besoin de substrat et
réalise son activité via 1’utilisation et la transformation de ce substrat. En cas de limitation en
sels nutritifs ce substrat sera présent en quantité limité ce qui contraint les réactions

enzymatiques en amont de 1’effet température.

V1.2 Des réponses spécifiques et fonctionnelles

— La taille des cellules conditionne les réponses aux conditions

environnementales. ..

En accord avec d’autres travaux, notre ¢étude confirme que la taille des organismes
phytoplanctoniques est un trait fonctionnel clef qui influence de nombreux traits de réponse
(Litchman and Klausmeier, 2008). Notre étude a permis de mettre en évidence dans toutes les
conditions la présence d’une relation positive et significative entre le taux de transfert
d’¢lectrons, ramenés a une unité¢ de structure ou non (quantité de cellule, quantité¢ de
chlorophylle a, a*), et la taille des cellules (Fig.I11-6). Les cellules de grande taille de par la
présence de plus de PSII présentent des taux de transfert d’électrons plus fort que les cellules
de petites tailles. Bien que le coefficient d’absorption spécifique de la chlorophylle a (a*)
diminue avec la taille (Fig.111-7) (Morel and Bricaud, 1981), la relation entre le taux de
transfert d’électron et la taille reste vraie méme si le a* et la concentration de chlorophylle a
entrent en ligne de compte. La relation positive observée entre le taux de transfert d’électrons
et la taille refléte bien une augmentation de ce processus quand la taille augmente mais qui ne
dépend pas que du nombre de photosystemes Il présents dans la cellule mais aussi de leur

efficacité.
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Fig. VI-1: schéma conceptuel reprenant les principaux effets de la limitation en azote (DIN), en
phosphore (DIP), de la température (T°) et de leur interaction sur I'activité photosynthétique, la
quantité d’hydrates de carbone par cellule et la quantité de biomasse. Les fleches symbolisent la
présence d’effet entre les deux compartiments visés. La largeur de ces fleches augmente avec
I'importance de cet effet. Les effets peuvent se traduire par une augmentation (+), une diminution (-)
ou un effet dépendant de I'espéce (+) du processus ou de la quantité relatifs au compartiment visé.
Les influences non mesurés dans notre étude apparaissent en pointillés. Ce schéma représente une
vue globale des effets observés et il important de garder a 'esprit que les effets ont une dépendance
spécifique ou fonctionnnelle forte.

Moal et al. (1987) et Hitchcock (1982) ont mis en évidence, en 1’absence de limitation, une
relation positive entre la quantité d’hydrates de carbone particulaires par cellule et la taille.
Dans notre étude, une relation positive entre la taille et la quantité d’hydrates de carbone par
cellule est également observeée, et ce, dans toutes les conditions. Une relation similaire est
mise en évidence entre la quantité d’hydrates de carbone dissous et la taille des cellules
(Fig.IV-2). De plus, il existe une corrélation positive entre la quantité d’hydrates de carbone
dissous et particulaires (Fig.IV-3). Cette relation ne differe pas en fonction de la condition
experimentale. Contrairement aux diatomées benthiques qui peuvent présenter une exsudation
forte sans augmentation de la quantité d’hydrates de carbone intracellulaires (Staats et al.,

2000), ce résultat met en évidence que 1’exsudation des hydrates de carbone des diatomées
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pélagiques est précédée par une augmentation d’hydrates de carbone a I’intérieur de la cellule,
et que cette exsudation existe méme quand la quantité d’hydrates de carbone par cellule est
faible. Le maintien de cette exsudation peut étre utile au maintien de la phycosphere (Rooney-
Varga et al., 2005) et résulter d’un processus actif ou passif (diffusion) (Lopez-Sandoval et
al., 2013; Myklestad, 2000). Enfin, il a longtemps été considéré que I’exsudation résultait
d’un phénoméne de diffusion a travers la membrane cellulaire (Myklestad, 2000). Dans notre
étude, la proportion d’hydrates de carbone exsudés n’est pas reliée a la taille indiquant que ce
processus d’exsudation n’est pas uniquement dii & un phénoméne de diffusion cellulaire
(Fig.1V-3), concordant avec les résultats de Lopez-Sandoval et al. (2013) qui montraient
I’absence de relation entre I’exsudation de carbone (mesuré par 1’utilisation de méthode au

1C) et la taille de diverses microalgues.

Log productionde sucres (ng Egglc.cell-1.jour-1)

A ® A Température
L ] @® 1o0c
A 1ac
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2 3 a
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Fig. VI-2: logarithme de la production d’hydrates de carbone particulaires en fonction du logarithme
de biovolume a 10°C (rond) et 14°C (triangle) dans les condition limitées en phosphore (P-lim, gris
clair), en azote (N-lim, gris foncé) et témoin (Control, noir)

La production d’hydrates de carbone particulaires par cellule et par jour augmente également
avec la taille de la cellule (Fig.VI-2, R2=0.51, p<0.001) quelles que soient la condition et la
température. Le taux de transfert d’électrons et la production d’hydrates de carbone
augmentent avec la taille dans toutes les conditions expérimentales mettant alors en avant une
meilleure production de matiére carbonée par cellule indépendamment de la limitation en sels

nutritifs ou de la température au fur et a mesure que la taille augmente.
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De plus il apparait que, la taille va, tout du moins en partie, conditionner la réponse de nos
espéces aux différentes conditions environnementales (Fig.VI-3). Tout d’abord, Ditylum
brightwellii ne montre que peu de variations de ses différents traits en réponse a la limitation
en azote et en phosphore. En effet, cette espéce ne montre qu’une diminution du coefficient
d’absorption spécifique de la chlorophylle a associée a une diminution de la quantité de
chlorophylle a par cellule dans la condition limitée en azote ainsi qu’une augmentation de la
quantité d’hydrates de carbone et de carbone par cellules dans la condition limitée en
phosphore. Ces effets, significatifs mais de faibles intensités, se traduisent par une diminution
de biomasse, elle aussi significative mais de faible intensité comparativement aux autres
espéces, dans les conditions limitées en sels nutritifs. Ce résultat peut directement étre lié a la
grande taille des cellules de Ditylum brightwellii qui lui confére une capacité de stockage
forte, une grande quantité de sites de transport de sels nutritifs ainsi que des besoins en sels
nutritifs plus faibles pour la production d’une unité de volume (Marafion et al., 2013). Ces
trois caractéristiques procurent alors un avantage lors d’un apport régulier de sels nutritifs, et
ce, méme quand les concentrations en sels nutritifs apportés et dans le milieu sont faibles,
comme c’est le cas dans notre étude. Un patron de réponse aux différentes conditions
environnementales, que 1’on peut relier a la taille, est observé sur différents processus relatifs
a D’activité photosynthétique a savoir le taux de transfert relatif d’électrons, 1’efficacité
maximale d’utilisation de la lumiére mais aussi le rendement quantique maximum. En effet,
Db ne présente qu’une faible diminution de I’efficacité maximale d’utilisation de la lumiére
dans les conditions limitées en phosphore. Au contraire les cellules de petites tailles, Ske, Pg
et Hr montrent la présence d’effets interactifs de la limitation en sels nutritifs sur ces
parametres qui se traduisent différemment selon I’espéce. Un effet sels nutritifs fort est
observé a 10°C pour Pg tandis qu'un renforcement de I’effet de la limitation en azote est
observé a 14°C pour Hr et Ske. Cette relation avec la taille n’est valide que sur les processus
photosynthétiques en 1’absence de considération de parametres de stocks tels que la
concentration en chlorophylle a ou encore le coefficient d’absorption spécifique de la
chlorophylle a. Enfin, Tr, de taille intermédiaire, présente une réponse intermédiaire a celles

observées pour Db d’un coté, et les especes de petite taille de 1’autre.

En outre, la variabilité du taux de transfert relatif d’électrons, du taux de transfert absolu
d’¢électrons par cellule et du coefficient d’absorption spécifique de la chlorophylle a aux
différentes conditions de limitation augmente au fur et & mesure que la taille diminue (Fig.111-

6 et 7). Ce résultat implique une sensibilité plus forte des especes de petite taille aux
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conditions de limitation et a la température. Ces observations sont d’importance lorsque 1’on
considére les changements observes et a venir des systemes naturels. En effet, une tendance a
I’augmentation des rapports N/P est attendue au niveau des cotes Européennes et pourraient
davantage impacter les cellules de petites tailles que de grande taille. De plus les interactions
observées entre les sels nutritifs et la température ne sont pas en faveur des petites cellules.
Un changement dans la composition spécifigue des communautés aurait alors des
répercussions sur les réseaux trophiques associes. 1l faut néanmoins rester tres prudent vis-a-
vis de ces extrapolations. En effet, nous travaillons dans des conditions de simplification
extrémes des processus observés a I’échelle écosystémique. De nombreux autres facteurs tels
que la turbulence, la prédation ou encore 1’apport irrégulier de sels nutritifs (via des

précipitations par exemple) vont complexifier les processus en milieu naturel.

DIN DIP T
- - - +
Ditylum brightwellii
Skletonema sp. Thalassiosira rotula
Hemiselmis rufescens
Phaeocystis globosa

. \ !

Interaction | Interaction || Interaction || |nteraction Sels nutritifs Température
Synergie Synergie
v N \ ="
photosynthese || sucres photosynthese || sucres photosynthese || sucres
rETRmax Fv/Fm a*
a Ske + Hr rETRmax; Fv/Fm; o a* a a*

Fig. VI-3:Schéma conceptuel des effets de la limitation en azote (DIN), en phosphore (DIP), de la
température et de leur interaction en fonction de la taille des cellules (taille croissante de la gauche
vers la droite). La largeur des fleches augmente avec I'intensité des effets. Les effets négatifs (-) et
positif (+) de la limitation en sels nutritifs et/ou de la température sont représentés. Pour chaque
gamme de taille est dénommée la nature de l'effet (a savoir effet sels nutritifs, température,
d’interaction ou de synergie entre sels nutritifs et température) sur la photosynthese (Les traits de
réponses développés sont ceux influencés) et la formation d’hydrates de carbone. Ce schéma vise a
récapituler les principaux liens entre la taille et les réponses aux conditions environnementales.
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— ... mais la phylogénie reste tout de méme un parameétre essentiel.

Bien que la taille puisse conditionner toute une gamme de réponse, certaines reponses sont
davantage dépendantes de I’espéce ou du groupe taxonomique étudi¢ que de la taille des
cellules. En effet, contrairement aux réponses observées sur la photosynthese, les réponses en
termes de contenus en hydrates de carbone particulaires ou de quantité d’hydrates de carbone
dissous par cellule aux différentes conditions environnementales sont especes dépendantes.
Skeletonema sp. ne présente pas de différence significative d’exsudation entre les différentes
conditions. Cette observation est caractéristique de cette espece comme 1’avaient par ailleurs
déja mis en évidence Granum et al. (2002). Une différence de la quantité d’hydrates de
carbone dissous est néanmoins observée mais résulte d’un fort taux de croissance dans le
témoin qui implique une quantité d’hydrates de carbone par cellules plus faible (Wang et al.,
2010) et qui tire vers le bas ces valeurs de quantité d’hydrates de carbone. Par ailleurs,
Ditylum brightwellii ne montrait qu’un effet température sur les quantités d’hydrates de
carbone dissous et particulaires par cellule. Enfin, malgré la bonne relation qui existe entre la
quantité d’hydrates de carbone par cellule et la taille il apparait que Hemiselmis rufescens
dévie de cette relation en présentant une quantité d’hydrates de carbone par cellule forte
compte tenu de sa taille. Ce caractere semble étre commun a d’autres cryptophycées (Moal et
al., 1987).

Phaeocystis globosa montre également des réactions spécifiques induites par des propriétés
physiologiques indépendantes de la taille. Notre souche a été isolée a partir de prélevements
réalisés dans le détroit du Pas-de-Calais a la mi-avril et appartient a la population qui forme
une efflorescence observée chaque année dans cette zone géographique a cette période. Selon
Riegman et Van Boeckel (1996) il existe différents écotypes de Pheocystis globosa qui
différent entre autres de par leur température optimale de croissance (4°C, 8°C et 15°C). La
gamme de température pendant laquelle 1’efflorescence de Phaeocystis globosa est
habituellement observée dans le détroit du Pas-de-Calais est comprise entre 9°C et 19°C
(Schapira et al., 2008). 11 est alors fort possible que notre souche appartienne a 1’écotype dont
la température optimale de croissance est 15°C. En accord avec cette hypothése, nos résultats
montrent un gradient de réponse en fonction de la température sur le taux de transfert
d’¢électrons. Ce taux est fortement affecté par la limitation en azote et en phosphore a 10°C
mais pas a 14°C. La premicre expérimentation sur 1’effet phosphore réalisée a 12°C met en
évidence un effet de la limitation en phosphore a cette température. Les valeurs de taux de

transfert d’électrons sont néanmoins supérieures et différent significativement de celles
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mesurées a 10°C (Tukey, p=0.044) mais ne different pas de facon significative a celles
mesurée a 14°C (Tukey, p=0.26). Par ailleurs, Phaeocystis globosa montre une sensibilité
accrue a la limitation en azote en comparaison de la limitation en phosphore. Cela se traduit
par la diminution de la capacité photosynthétique, de la formation de biomasse, par les
perturbations fortes d’autres traits (carbone, hydrates de carbone) en cas de limitation en azote
ainsi qu’une quasi absence de cette espéce dans les différentes communautés en cas de
limitation en cet ¢lément. La présence d’une enzyme permettant 1’utilisation de phosphore
organique, la phosphatase alcaline, induit vraisemblablement une limitation moindre par le
phosphore chez cette espéece (Van Boekel and Veldhuis, 1990). Enfin, cette espece présentait
de fortes variabilités des parametres a* et de la quantité d’hydrates de carbone qui sont dues a
la présence d’un cycle de vie complexe pour cette espéce. En effet, Phaeocystis globosa, a
montré dans nos expériences une alternance rapide de phase coloniale et isolées (flagellées ou
non) qui possedent vraisemblalement des caractéristiques photosynthétiques et de
métabolisme des hydrates de carbone particuliéres, comme 1’ont montré Verity et al. (1991)
sur Phaeocystis pouchetii.

Notre étude révéle un effet fort de la limitation en phosphore chez les diatomées Thalassiosira
rotula et Skeletonema sp. tandis que Phaeocystis globosa est davantage impactée par la
limitation en azote. Hillebrand et al. (Hillebrand et al., 2013) ont mis en évidence une
différence dans les rapports N/P optimaux pour les diatomées et les haptophycées (dont fait
partie Phaeocystis globosa) avec des rapports plus faibles pour les diatomées que les
haptophycées . Ces rapports indiquent des besoins en phosphore plus forts et des besoins en
azote plus faibles pour les diatomées que pour les haptophycée, en accord avec nos résultats.
Par ailleurs, le modele MIRO (Lancelot et al., 2005), qui est un modéle biogéochimique, a été
utilisé pour décrire, en lien avec les concentrations et apports en sels nutritifs, les
efflorescences de diatomées et de Phaeocystis globosa dans la partie sud de la mer du Nord et
de comprendre la variabilité de ces efflorescences en rapport avec les conditions
environnementales. Une des projections de ce modeéle, figurant dans le tableau VI-1, prévoit
un effet accru de la limitation en azote sur Phaeocystis globosa et de la limitation en
phosphore sur les diatomées (Gypens et al., 2007), en concordance avec nos résultats.
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Tableau VI-1: effet de la réduction en sels nutritifs de la Seine et du Scheldt sur la biomasse annuelle
(exprimée en %) des diatomées (diatoms) et de Phaeocystis de la zone coOtiere Belge selon les
prévisions du modele MIRO (Gypens et al., 2007). Les années pluvieuses (wet) sont distinguées de
moins humides (dry) du fait de I'importance de la pluviométrie sur I'apport de sels nutritifs.

PO, reduction NO; reduction PO,4+NO; reduction
Diatoms Phaeocystis Diatoms Phaeocystis Diatoms Phaeocystis
1990 (dry) 20 11 9 43 20 41
1994 (wet) 40 6 22 38 37 36
1996 (dry) 24 11 14 43 11 31
1999 (wet) 31 2 22 34 32 34

VI.3 Des relations productivité/diversité non établies

— Effet de la concentration en sels nutritifs sur la composition des communautés

Trois communautés ont été réalisées dans les mémes conditions environnementales et ont
présenté des résultats contrastés concernant leur composition spécifique. En effet, les
communautés a 3 et 6 especes sont largement dominées par Skeletonema sp. tandis que la
communauté a 4 espéces est co-dominée par Skeletonema sp. et Ditylum brightwellii.
Phaeocystis globosa est la troisieme espéce fortement représentée dans toutes les

communautés.

Les sels nutritifs vont conditionner la composition des communautés. Nos résultats mettent en
évidence la faible proportion de biomasse de Phaeocystis globosa dans les conditions limitées
en azote, du fait de la faible compétitivité de cette espéce pour 1’azote. Thalassiosira rotula
décline tres vite et ce méme dans le témoin. Enfin Hemiselmis rufescens ne représente qu’une
faible (<3%) proportion de la biomasse totale dans les communautés expérimentales. Sommer
(1983) a mis en évidence la faible compétitivité des cryptophycées pour le phosphore quand
cet élément est en faible concentration. Hemiselmis rufescens présente des rendements de
biomasse totale spécifique faibles dans la limitation en phosphore et semble davantage
affectée qu’en limitation en azote et dans le témoin ou elle montre une production de
biomasse plus forte en culture plurispécifique qu’en monoculture. La présence de sur-
rendement en communauté associé a la faible contribution de cette espéce a la biomasse totale
traduit alors la faible productivité de cette espéce en comparaison de Ditylum brightwellii,
Skeletonema sp. et Phaeocystis globosa.

— Une meilleure efficacité¢ des communautés pour 1’absorption des ressources. ..
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Globalement les communautés atteignent des concentrations en azote et en phosphore
minimum plus faibles qu’en monoculture traduisant une meilleure absorption des sels nutritifs
dans ces communautés. Cette meilleure efficacité est due a un phénoméne de complémentarité
entre especes qui résulte soit d’une différenciation de niche soit d’interactions positives entre
especes pour I’absorption de ressource (Cardinale et al., 2007; Loreau and Hector, 2001).
Cette complémentarité s’explique ici en partie par les différences de besoins en sels nutritifs
entre Phaeocystis globosa (Haptophycée) qui présente des rapports N/P optimaux plus élevés
que les diatomées (Hillebrand et al., 2013), ce qui augmente alors le potentiel d’absorption de
la ressource des communautés par rapport aux monocultures, comme 1’ont également montré
sur des communautés phytoplanctoniques dulcicoles Behl et al. (2011), Ptacnik et al. (2008)
ou encore Hillebrand et Lehmpful (2011).

En paralléle les communautés présentent des sur-rendements du coefficient d’absorption
spécifique de la chlorophylle a. Ce coefficient dépend de la composition pigmentaire et de
I’arrangement de ces pigments et est calculé a partir du spectre d’absorption des microalgues.
Les communautés présentent une capacité d’absorption de la lumicre plus grande que les
monocultures qui résulte, tout comme pour les sels nutritifs, d’un phénomeéne de
complémentarité. Les différentes espéces possedent des caractéristiques pigmentaires
différentes augmentant alors la capacité d’utilisation de la ressource lumineuse, en accord

avec les observations de Behl et al. (2011) et de Stockenreiter et al. (2013).
— ...n"implique pas une meilleure productivité

Les études portant sur la relation diversité/productivité des producteurs primaires terrestres et
aquatiques ont mis en évidence que cette relation est souvent positive (e.g. Behl et al., 2011;
Cardinale et al., 2013; Cardinale et al., 2007). Cette assertion n’est pourtant pas généralisable
comme 1’ont mis en évidence Schmidtke et al. (2010) ou encore Gamfeldt et al. (2005) sur
des communautés phytoplanctoniques. Notre étude révéle une productivité moindre des
communautés, en comparaison des monocultures, et une absence de relation entre la

productivité et la diversité (spécifique et fonctionnelle).

Malgré une meilleure absorption des ressources, des sous-rendements sont constatés sur la
quantité d’hydrates de carbone dissous et particulaires, la quantité d’azote et de carbone
particulaires et la formation de biomasse dans les communautés a 3 et 6 espéces. La
communauté a 4 espéces montre des sur-rendements sur le carbone organique particulaire et

’azote organique particulaire, un sur-rendement concernant le biovolume total (utilisé comme
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indicateur de biomasse) est également constaté dans la condition témoin pour la communauté
a 6 espéces. Quoi qu’il en soit, dans la plupart des cas une meilleure absorption de la
ressource aboutit a une productivitt moindre des communautés en comparaison aux
monocultures. Cela implique que les sels nutritifs absorbés sont dirigés vers une voie que
nous n’avons pas prise en compte dans notre design expérimental. Le découplage entre
absorption et production peut résulter d’un stockage dans la cellule des sels nutritifs sous
forme inorganique pour 1’azote ou sous forme inorganique ou organique pour le phosphore
(Morel, 1987; Smayda, 1997). Il peut également résulter de I’utilisation de ces sels nutritifs
pour un processus que nous ne mesurons pas (comme par exemple la photorespiration) et qui

varie entre les communautés et les monocultures.

La composition spécifique et les proportions de chacune des espéces influencent les réponses
des communautés. En effet, la communauté a 4 especes co-dominée par Skeletonema sp. et
Ditylum brightwellii montrait les sur-rendements les plus forts sur 1’absorption des sels
nutritifs et de la lumiere ainsi que des sur-rendements concernant la quantité d’azote et
carbone organique particulaire. Les autres communautés sont largement dominées par
Skeletonema sp. qui contribuait de 70% & 92% du biovolume total. Un effet sélection fort est
donc observé sur ces communautés. Cet effet sélection est régulierement observé dans les

études portant sur les relations diversité/productivité et peut aboutir a :

- des communautés aussi productives que les monocultures si I’espéce la plus productive
en monoculture domine la communauté (Loreau and Hector, 2001)

- a un effet négatif sur la productivité si ’espece dominante en communauté n’est pas la
plus productive en monoculture (Schmidtke et al., 2010) ou produit moins suite a un

phénomene de compétition.

Les réponses observées dans les communautés a 3 et 6 espéces sont en grande partie
tributaires de la physiologie de Skeletonema sp. qui semble étre ici moins productive en

communauté qu’en monoculture.

Ces observations mettent en évidence que les communautés phytoplanctoniques diversifiées
et présentant une répartition équilibrée des espéces seront plus efficaces dans 1’absorption des
ressources mais aussi plus productives. Contrairement aux autres études traitant des relations
diversité/productivité nous avons inclus une contrainte environnementale, a savoir une
limitation en azote et en phosphore (Hillebrand et al., 2014). Hormis, sur la formation de

biomasse, dont les rendements diminuent en présence de limitation, la limitation en sels
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nutritifs ne va pas influencer les différents rendements mesurés. La limitation en azote
influence toutefois la composition des communautés et aboutit a une diminution de 1’indice de
diversité de Shannon dans les communautés a 3 et 6 especes du fait de la faible proportion de

Phaeocystis globosa dans cette condition.

V1.4 Perspectives

Ce travail met en évidence tout un panel de résultats intéressants notamment concernant la
pertinence de I’approche fonctionnelle et de I’utilisation de plusieurs traits pour 1’étude des
réponses du phytoplancton a différentes conditions environnementales mais aussi la présence
d’interactions entre ces conditions. Nous nous sommes ici intéressés a trois modalités, a
savoir la limitation en azote, la limitation en phosphore et une modification de la température,
(et a P'interaction sels nutritifs/température) en se basant sur les changements observés et
attendus des milieux naturels dans le cadre du changement global. La démarche effectuée
dans cette étude est une simplification forte de la réalité des systémes naturels. Ces
expérimentations et les résultats associés constituent néanmoins un bon point de départ a la
mise en place d’expérimentations plus complexes intégrant davantage de facteurs susceptibles
d’influencer la physiologie et le role du phytoplancton au sein des écosystémes. Deux facteurs

essentiels peuvent étre envisagés.

Le premier concerne la concentration en silice qui est un élément nutritif indispensable a la
croissance des diatomées et qui va donc réguler la physiologie de ce groupe d’especes. Une
augmentation des rapports Si :P pourrait aboutir a une diminution de 1’efflorescence des
diatomées fortement silicifiées, comme celles présentes en hiver en Manche Orientale,
laissant alors davantage de place aux diatomées peu silicifiées ou aux especes n’ayant pas
besoin de silice pour leur métabolisme comme par exemple Phaeocystis globosa (Brzezinski,
1985; Rousseau et al., 2002). L’efflorescence hivernale de diatomée pourrait alors étre plus
courte et/ou moins importante tandis que ’efflorescence de Phaeocystis globosa pourrait
gagner en intensité et/ou en durée. La limitation en silice a d’ailleurs déja été envisagée pour
expliquer la succession diatomée/Phaeocystis en Mer du Nord (Peperzak et al., 1998). Par
ailleurs, les changements de steechiométrie des ressources (N :P :Si) pourraient influencer la
structure de taille des communautés microalgales. Ces changements pourraient complétement
remodeler le fonctionnement des écosystemes via les réseaux trophiques ou par des impacts

sur les cycles biogéochimiques. Le deuxiéme facteur d’importance est la présence d’un ou
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plusieurs niveaux trophiques supplémentaires. En effet, les résultats obtenus dans nos
expérimentations ne proviennent que d’un contrdle bottom-up résultant de la limitation en sels
nutritifs. L’ajout d’un effet top-down via la mise en place de prédateurs du phytoplancton, qui
ont un fort pouvoir régulateur, permettrait de prendre en compte le réle de ces prédateurs sur
la structure des communautés (Terseleer, 2014). Compte tenu de nos resultats et de la mise en
évidence récente d’interactions possibles entre la prédation et la température sur le
phytoplancton (Lewandowska et al., 2014), la mise en place d’expérimentations plus
complexes prenant en compte les interactions entre différents facteurs de contréle peut étre

envisagée.

Notre étude met en évidence non seulement que la taille est reliée a de nombreux traits,
comme le taux de transfert d’électrons, mais aussi qu’elle doit étre prise en compte pour
comprendre les variations de ces paramétres a la limitation en sels nutritifs & différentes
température. Nous avons ici travaillé sur cing especes dont trois diatomées. Le phytoplancton
présente une large diversité d’espeéces présentant des traits fonctionnels différents et
appartenant a des groupes différents. Afin de pouvoir généraliser nos observations il parait
alors important d’augmenter ’effort consacré a la diversité fonctionnelle en intégrant
davantage d’espeéces appartenant a divers groupes (chlorophycées, cyanophycées,

dynophycées) et, si possible, présentant au sein de chaque groupe des différences de taille.

Les variations des traits phytoplanctoniques ou de la composition des communautés naturelles
en fonction des facteurs environnementaux peuvent également étre étudiées via une approche
modélisatrice plutét qu’expérimentale. Divers modéles se sont intéressés a I’influence de
I’environnement sur la physiologie et le développement du phytoplancton (e.g. Geider et al.,
1998b; Gypens et al., 2007; Huppert et al., 2005; Lancelot et al., 2005; Talmy et al., 2014;
Ward et al., 2014). Nos travaux ont permis de mettre en évidence I’importance de la taille des
cellules et I’existence d’interactions entre les facteurs environnementaux mais ces parametres
ne sont que peu considérés dans les approches modélisatrices actuelles. En effet, les modéles
s’attachant aux réponses a 1’échelle individuelle (physiologie) (Talmy et al., 2014) ou des
communautés (Ward et al., 2014) a plusieurs variations environnementales prenant en compte
la taille des cellules sont tres récents. De plus, ces travaux mettent en évidence que bien que la
taille de I'organisme joue un rdle majeur dans la structuration des communautés planctoniques
son impact sur le métabolisme et la photophysiologie du phytoplancton reste encore mal

connu.
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Enfin nous avons mis en place des cultures plurispécifiques, formées de trois combinaisons
différentes d’un ensemble de cingq cultures préalablement étudiées, dans des conditions
limitées en azote ou en phosphore. Les études portant sur les relations diversité/productivité
du phytoplancton marin sont rares surtout en présence de contraintes expérimentales, comme
le soulignent Hillebrand et al. (2014). Effectuer toutes les combinaisons possibles nous
permettrait, dans un premier temps, de renforcer nos conclusions sur les relations
diversité/productivité. Ensuite il semble intéressant d’augmenter le nombre d’espéce étudiées,
préférentiellement en augmentant la diversité fonctionnelle plutét que spécifique. En effet,
Balvanera et al. (2006) démontrent qu’augmenter le nombre d’espéces prises en compte
permet de mieux mettre en évidence les relations biodiversité/fonctionnement des

écosystemes et suggerent la mise en place de communautés composées de plus de 10 especes.
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Effects of nutrient limitation, temperature or their interaction on several response traits of five
phytoplankton species: a multifactorial experimental approach

Marine microalgae are essential primary producers involved in several fundamental ecosystem
processes. These organisms are highly dependent on environmental conditions such as, but not limited
to, nutrient concentration or temperature. Some modifications of these environmental conditions,
through global change, are going to influence the ecology of phytoplankton.

The influence of nitrogen or phosphorus limitations at two temperatures on functional response traits
related to photosynthesis, carbohydrate content and exudation, stoichiometry and biomass formation
of five phytoplankton species were investigated through laboratory experiments. The small sized
species Phaeocystis globosa (Pg), Hemiselmis rufescens (Hr), Skeletonema sp (Ske), the midsized
Thalassiosira rotula (Tr) and the larger species Ditylum brightwellii (Db) were chosen belonging to 3
phyla and showing a size range from 40 to 60000 pm®.

Photosynthesis was strongly negatively affected by the interactive effects of nutrient and temperature,
especially in small sized species. Moreover these species showed stronger responses than midsized or
larger cells to the different treatments. Regarding carbohydrate production, an increase in carbohydrate
per cell resulting from nutrient limitation, temperature effect or their interactions was overall observed.
Nevertheless, contrary to photosynthetic activity, these responses depended on species rather than size.
Taken together these results highlighted that a same limitation will lead to different response
depending on trait. Moreover, two species from same functional groups could show different
responses depending on specific physiological characteristics or cell size. Cell size therefore appears
as a master trait which should be considered for the formation of functional groups. We also showed
that diatoms were more affected by phosphorus limitation while Phaeocystis globosa was strongly
dependent on nitrogen concentration. Finally, the different response traits were overall more sensitive
to nutrient limitation compared to temperature.

Three communities, with three, four and five species, were done in nitrogen or phosphorus limitation
in order to describe the relationship between diversity and productivity, and the dependence of this
relationship to nutrient limitation. The three communities were mainly composed, at the end of the
experiments, by Skeletonema sp. and, to a lesser extent, by Ditylum brightwellii and Phaeocystis
globosa. The latter was strongly negatively affected by nitrogen limitation. Our results showed that
communities were more efficient for resource use (nitrogen, phosphorus and light) due to a
complementarity effect between species. However, an overall underyielding was observed concerning
carbohydrate and biomass formation. Furthermore, no clear link between productivity and diversity
was observed in our studies.

All these results taken together, i.e. specific responses to nutrient limitation and temperature, the size
dependence of responses to environmental gradient, the presence of interactive effects, and the role of
diversity for resource absorption are of importance regarding the effects of global change in natural
environments which will disturb the phytoplankton ecology at cellular and community levels, and
through bottom-up effects, will influence marine ecosystem functioning.

Keywords:  phytoplankton, nutrient limitation, temperature, functional response traits,
diversity/productivity relationship, photosynthesis, carbohydrates



Effets de la limitation en sels nutritifs, de la température et de leurs interactions sur la réponse
de cing especes phytoplanctoniques : Approche multifactorielle expérimentale en monoculture et
en communauté

Les organismes phytoplanctoniques sont, depuis des années, largement étudiés du fait de leur réle
essentiel dans les processus écosystémiques marins. La physiologie du phytoplancton est fortement
tributaire des conditions environnementales. Ainsi, la température et la concentration en sels nutritifs
sont des paramétres clefs qui vont influencer la physiologie de ces organismes a plusieurs niveaux
mais également la structure des communautés phytoplanctoniques.

Les objectifs de cette thése sont d’étudier, par des expérimentations en laboratoire, 1’effet de la
température, de la concentration en sels nutritifs ou de leurs interactions sur divers traits de réponse
d’espéces phytoplanctoniques pélagiques. Les principaux traits sélectionnés sont, la capacité
photosynthétique, la production d’hydrates de carbone particulaires et d’exsudats, la steechiométrie et
la formation de biomasse. Cette étude est menée sur trois diatomées (Ditylum brightwellii,
Thalassiosira rotula et Skeletonema sp.), une prymnesiophycée (Phaeocystis globosa) et une
cryptophycée (Hemiselmis rufescens). En plus d’appartenir a 3 phylums différents, ces espéces
montrent une gamme de taille allant de 3 a 200 um. Aprés avoir étudié ces espéces en monoculture,
des communautés expérimentales de diversité croissante ont été établies afin d’étudier les réponses de
ces communautés aux mémes stress environnementaux.

La limitation en sels nutritifs, I’effet de la température ou leurs interactions aboutissaient globalement
a une diminution de I’activité photosynthétique. Les cellules de petites tailles montraient un effet
résultant de [D’interaction entre sels nutritifs et température. La diminution de 1’activité
photosynthétique observée pour ces especes était supérieure a celle mesurée pour les espéces plus
grandes. La taille des cellules se révele donc étre une propriété fondamentale qui définit les réponses
de la capacité photosynthétique aux différentes conditions environnementales. L’effet de la limitation
en sels nutritifs, de la température ou de leurs interactions sur les hydrates de carbone particulaires
aboutissaient de fagon spécifique & une augmentation de la quantité d’hydrates de carbone par cellule.
Par ailleurs 1’évolution de la quantité d’hydrates de carbone particulaires et dissous, en réponse aux
mémes stress environnementaux, ne semble pas dépendre de la taille mais dépend davantage du taxon
considéré.

Nos résultats montrent qu’il existe des effets de la limitation en azote et en phosphore, de la
température et des interactions sels nutritifs-température sur tous les traits étudiés. Toutefois, ces effets
different en fonction des traits et des especes, et mettent en exergue la présence de réponses
fonctionnelles différentes. La taille des cellules se révéle étre un trait essentiel qui pourrait étre utile
pour définir les groupes fonctionnels.

Enfin concernant les communautés, les résultats obtenus sont trés contrastés selon les communautés
gui montrent de fortes variations de leur patron de réponse a la limitation en sels nutritifs. Les
différentes communautés étaient en fin d’expérimentation principalement composées de Phaeocystis
globosa, Skeletonema sp. et Ditylum brightwellii. Phaeocystis globosa était plus affectée par la
limitation en azote qu’en phosphore, et ce, aussi bien en communauté qu’en monoculture. NOS
communautés présentaient une meilleure utilisation des ressources, a savoir les sels nutritifs et la
lumiére, résultant d’un phénoméne de complémentarité entre espéces. Ce résultat est di a la présence
d’espéce ayant des caractéristiques fonctionnelles et des sensibilités différentes aux mémes limitations.
Cependant, malgré une meilleure absorption des ressources, les communautés étaient moins
productives que les monocultures, notamment en termes d’hydrates de carbone et de biomasse.
Aucune relation claire entre la productivité et la diversité n’a été mise en évidence.

Ces travaux sont d’importance compte tenu des effets du changement global observés et a venir en
milieu marin qui vont influencer le phytoplancton a 1’échelle cellulaire et des communautés et, par
conséquent, le fonctionnement des écosystemes.

Mots clefs : phytoplancton, approche multifactorielle, limitation en sels nutritifs, température, traits
fonctionnels, photosynthese, hydrates de carbone



