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Résumé 
Le compartiment phytoplanctonique joue un rôle prépondérant dans les écosystèmes marins de par sa position 
comme principal producteur primaire et fixateur de carbone, mais aussi en raison de sa capacité de multiplication 
élevée, qui lui permet de réagir rapidement aux changements environnementaux et d’en faire un potentiel bio 
indicateur. La plupart des études antérieures ne se sont basées que sur des observations réalisées à basse 
fréquence, ou bien ne ciblant qu’une partie des groupes/espèces phytoplanctoniques entraînant une perte 
importante d’information sur la variabilité d’abondance et composition du  phytoplancton. Cette thèse a été 
realisée dans le cadre du projet européen transfrontalier DYMAPHY dont l’objectif principal visait à améliorer
les connaissances et l’évaluation de la qualité des eaux marines de la Manche et de la Mer du Nord, à travers 
l’étude de l’ensemble du compartiment phytoplanctonique et ses paramètres complémentaires. 

Dans ce contexte, une approche à haute fréquence et/ou haute résolution spatiale, via l’utilisation de la cytométrie 
en flux semi-automatisée, a permis de mieux caractériser la variabilité spatiale et temporelle du phytoplancton en
Manche Orientale. Pour cela on a utilisé 3 approches complementaires dont les résultats principaux obtenus lors 
de ce travail de thèse sont les suivants : (i) Une étude a haute fréquence, avec une analyse cytométrique toutes les 
10 minutes, qui a permis de révéler une forte variabilité spatiale du phytoplancton, à une échelle régionale 
(Manche orientale), dont l’assemblage communautaire n’était pas déterminé par l’hydrologie; (ii) Un suivi
saisonnier de l’ensemble du spectre de taille des cellules phytoplanctoniques le long d’un gradient côte-large 
proche du détroit du Pas de Calais, qui  a révélé, au-delà d’une certaine hétérogénéité spatiale, une forte variabilité 
temporelle permettant de définir les successions saisonnières et les principaux facteurs les régissant, à savoir la 
luminosité et la concentration en sels nutritifs; (iii) Un suivi de 3 ans sur un point fixe en eaux côtières, qui a
permis de mettre en relation les traits de vie des groupes phytoplanctoniques avec l’environnement, afin de 
comprendre comment les communautés phytoplanctoniques s’assemblent en réponse à la variabilité
environnementale. Les résultats ont montré une différenciation fonctionnelle liée à l'utilisation des ressources et 
des stratégies de croissance, associées à un gradient de ressources. Cette étude confirme notamment l’importance 
de « l'hypothèse du  ratio de masse », qui prédit que les traits de vie de l’espèce la plus abondante au sein d'une 
communauté, seraient le moteur des processus les plus importants au sein d’un écosystème. 

Abstract 
Phytoplankton micro-organisms play a key role in marine ecosystems as main primary producers, being 
responsible for most of carbon uptake, but also due to their fast division rates which allow them to effectively 
react to environmental changes and which make them potentially good bio-indicators. Most previous studies have 
based their observations on low frequency sampling, only considering one fraction of phytoplankton communities, 
resulting in a significant loss of information on the dynamics of phytoplankton abundance and diversity. This 
thesis was carried out in the frame of the European cross-border DYMAPHY project, which main objective was to 
improve the understanding and the evaluation of the quality of marine waters in the English Channel and the North 
Sea, through the study of the whole phytoplankton compartment and related environmental parameters. 

A high frequency and/or high resolution approach, through the use of semi-automated flow cytometry, allowed us 
to reduce this loss of information and to better characterize the phytoplankton spàatial and temporal variability in 
coastal waters of the eastern English Channel. Three approaches were applied, leading to the  following results: (i) 
A high frequency study, performing one analysis every 10 minutes, which revealed a strong phytoplankton 
variability at the regional scale, with community assemblages that were not governed by hydrology; (ii) A 
seasonal monitoring of the whole phytoplankton size-spectrum, which revealed the seasonal successions and the 
main factors governing them: nutrient concentrations and the daily light level which structured the transition of 
most phytoplankton groups; (iii) A three-year follow-up at a coastal station, which made it possible to relate the 
traits-based characterization of each functional phytoplankton group to the environmental conditions, in order to 
better understand phytoplankton community assembly in response to environmental variability. The results have 
revealed a functional differentiation mainly due to the use of resources and the growth strategies, both of them 
driven by a resource gradient. This study confirms the importance of the "mass ratio hypothesis", which predicts 
that the dominant life traits of the most abundant species, would be the main driver of the key ecosystem 
processes.
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Chapitre I : Introduction générale 

I. Océan et changement global 

Depuis le début de l’ère industrielle, les activités humaines ont modifié les équilibres 

planétaires, en faisant passer les teneurs en dioxyde de carbone (CO2) atmosphérique de 280 

ppm (particules par million)  à plus de 400 ppm en 2014 (Figure 1). L’augmentation des 

concentrations en CO2 atmosphérique a notamment un effet direct sur l’augmentation de 

température à l’échelle globale. Les modèles climatiques actuels prévoient pour la fin du 

21ème siècle une augmentation de la température de 0,3°C pour les modèles les plus optimistes

à 4,8°C pour les plus pessimistes (IPCC, 2013).  

Au niveau océanique, l’augmentation de CO2 atmosphérique engendrera une nette 

acidification des océans avec un impact négatifs sur les organismes marins calcifiés. Outre 

une élevation du niveau des mers,  une augmentation de la température dans les 100 premiers 

mètres de la surface océanique jusqu’à 2°C et 0,6°C à 1000 m (selon le modèle RPC 8,5) 

pourrait contribuer à la diminution de l’épaisseur de la couche de mélange, surtout dans les 

hautes latitudes, et ainsi entraîner une diminution de la production primaire océanique (IPCC, 

2013).  

3



Chapitre I : Introduction générale 
 
 
Figure 1. Evolution des teneurs en CO2 atmosphérique (courbe rouge), mesurée à la station d’observation 
atmosphérique de Charles D. Keeling  sur les pentes du Mauna Loa (Hawaii). La courbe noire correspond 
aux données corrigées par la saisonnalité (www.esrl.noaa.gov/gmd/ccgg/trends/) 
 
Dans ce contexte actuel de réchauffement climatique et de changement global, l’étude des gaz 

à effet de serre reliés à la modification de la composition chimique de l’atmosphère et à 

l’évolution climatique à moyen et à long terme est devenue essentielle. Il est d’ores et déjà 

reconnu que l’océan joue un rôle dans la fixation du CO2 atmosphérique minimisant ainsi 

l’augmentation de température qui lui est imputée (Sarmiento et Sundquist, 1992). L’océan 

recouvre plus de 70 % de la surface de la Terre et avec un volume de 1 milliard 370 millions 

de km3 il constitue le plus vaste milieu de vie de la planète. La production primaire se 

concentre dans la couche euphotique dont la limite inférieure est définie par la profondeur à 

laquelle parvient 1 % de l’intensité lumineuse de surface. Face aux 3800 m de profondeur 

moyenne de l’océan, la couche euphotique apparaît  aussi épaisse qu’une feuille de papier 

puisqu’elle varie de quelques mètres à 150 m en fonction de la turbidité des eaux. La couche 

euphotique est pourtant le siège de la majeure partie de la production primaire océanique issue 

du processus de photosynthèse. 

 

II. Le phytoplancton marin 
 

 1. Production primaire océanique 

 

La quantité de CO2 atmosphérique est régulée par deux pompes: i) la pompe physique dont le 

fonctionnement résulte de l’équilibre thermodynamique du CO2 à l’interface air-mer et est 

étroitement liée à la circulation thermohaline ii) la pompe biologique sensu stricto, processus 

par lequel le CO2 dissous à la surface de l’océan est transformé en carbone organique 

particulaire ou dissous par le biais de la photosynthèse (Figure 2). La pompe biologique joue 

un rôle important dans la régulation du climat via la fixation par les organismes autotrophes 

du carbone inorganique dans les eaux de surface, sa transformation en carbone organique 

particulaire ou dissous, puis son transport de la couche euphotique vers les eaux profondes. 

Bien que les flux de carbone mis en jeu dans la pompe biologique soient nettement inférieurs 

à ceux de la pompe physique, cette dernière étant en équilibre, la pompe biologique est donc 

le mécanisme responsable de l’incorporation du CO2 atmosphérique dans les sédiments 

profonds, et donc de la séquestration du carbone (Quéguiner, 2013). La quantification du flux 

de carbone (Gt C)  attribuable à la production primaire phytoplanctonique est donc  nécessaire 
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à la compréhension de la variabilité du climat à long terme et de son influence sur le vivant. 

La production primaire des océans représente 45 % de la production primaire annuelle 

terrestre (Longhurst et al., 1995) alors que les producteurs primaires des océans ne 

représentent qu’approximativement 2 % de la biomasse photosynthétique terrestre. La forte 

productivité observée en milieu océanique est liée à la rapidité du cycle de vie des 

microorganismes photosynthétiques. En effet, les principaux producteurs primaires des océans 

sont des organismes unicellulaires qui peuvent dans des conditions favorables, plus que 

doubler de biomasse chaque jour (Furnas, 1991).  

Figure 2. Schéma de la pompe biologique décrivant la fixation du dioxyde de carbone (CO2) 
atmosphérique par le phytoplancton (De La Rocha, 2006) 

La production primaire nette est d’environ 50 Gt.C.an-1 (Longhurst et al., 1995) pour l’océan

mondial. La majorité de cette production se réalise dans l’océan ouvert, lequel bien qu’il soit 

en général oligotrophe compense par sa large couverture spatiale (3.108 km2) et l'étendue de

sa couche euphotique. Les zones côtières qui ne représentent que 8 % de la surface océanique 

(Alongi, 1998) présentent les taux de production primaire océanique les plus élevés. Selon la 
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localisation géographique cette production est très variable, allant de 160 (g C m-2 an-1) dans

le golfe de San José en Argentine (Charpy-Roubaud et al., 1982) à 465 (g C m-2 an-1) à Puget

Sound aux Etats-Unis (Winter et al., 1975).  Cette production est principalement influencée 

par l’importance des flux nutritifs, la turbidité et le temps de séjour des eaux marines. 

Au cours du processus de photosynthèse, le phytoplancton consomme une grande quantité de 

carbone inorganique dissous et de sels nutritifs (principalement les nitrates, les phosphates et 

les silicates), suivant les proportions stœchiométriques observées par Redfield (106 C: 16 N: 

1 P; (Redfield, 1963)). On considère que le carbone n’est pas un facteur limitant de la 

production primaire et que celle-ci est dépendante outre de la lumière, de la disponibilité en 

nutriments. La fertilisation de la couche superficielle des océans par les sels nutritifs 

s’effectue soit grâce aux courants et à la turbulence, qui font remonter les eaux profondes 

riches en nutriments, soit par les apports éoliens. En océan ouvert, ces apports sont faibles et 

le confinement de la matière organique dans la couche euphotique est principalement dû à la 

boucle microbienne (Azam et al., 1983) qui effectue un recyclage continu des nutriments 

(production régénérée). En zone côtière, le fort taux de production primaire est lié à la 

proximité avec les continents et donc aux apports d’eaux continentales et océaniques chargées 

en sels nutritifs (N, Si, P). Ces sels nutritifs sont, de par le fort hydrodynamisme associé à la 

faible profondeur des zones côtières, remis en suspension dans la colonne d’eau (pour ce qui 

est du particulaire) ou bien apportés des couches plus profondes par advection pour le dissous,  

favorisant ainsi la production primaire (Eyre, 1994 ; Schapira et al., 2006).   

2. Réseau trophique et efficacité de la pompe biologique

Le phytoplancton peut se décomposer en différentes fractions de tailles (Figure 3) i) le 

picoplancton (0,2-2µm) consommé majoritairement par des nanoflagellés et des petits ciliés 

ii) le nanoplancton (2-20µm) consommé par des ciliés et des dinoflagellés et iii) le

microphytoplancton (20-200µm) consommé en majorité par des organismes micro- et 

mésozooplanctoniques comme par exemple les dinoflagellés et les copépodes. Les variations 

de l’abondance et de la structure de taille phytoplanctoniques du  milieu marin ont donc un 

impact sur l’ensemble du réseau trophique marin et sur la quantité de carbone exporté.  
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Ainsi, une communauté phytoplanctonique composée majoritairement de grandes cellules, 

induira  une chaîne trophique courte avec un relargage de matière organique dissoute plus 

faible (hormis lors d’efflorescences massives) et un transfert élevé de carbone organique vers 

les échelons trophiques supérieurs (grande efficacité de la pompe biologique). Au contraire 

lorsque le réseau trophique est dominé par du phytoplancton de petite taille, on s'attend à un 

plus grand nombre de transferts trophiques. A chacun de ces transferts trophiques, la matière 

organique produite par l’excrétion du phytoplancton et l’activité du zooplancton qui le 

consomme ('sloppy feeding', excrétion, pelotes fécales), sera minéralisable par les bactéries 

hétérotrophes (Fenchel, 1988) permettant la production primaire régénérée. Les bactéries 

hétérotrophes seront ensuite consommées par les niveaux trophiques supérieurs (Fenchel, 

1982 ; Caron et al., 1985 ; Rassoulzadegan et Sheldon, 1986 ; Azam et al., 1993). 

 

 

 
 

Figure 3. Schéma du réseau trophique microbien et de sa relation avec le réseau trophique supérieur 
(www.mio.univ-amu.fr/?-Equipe-4-CYBELE-CYcles-)  
 

  

7



Chapitre I : Introduction générale 

3. Diversité phytoplanctonique

Du grec phyton qui signifie plante et planktos pour errant, le phytoplancton regroupe des 

eucaryotes et des procaryotes dont la capacité de déplacement est soumise au forçage de la 

colonne d’eau. La diversité spécifique du phytoplancton, dont la taille varie de ~0,6 µm pour 

les plus petits prochlorophytes jusqu’à plusieurs millimètres pour les plus grosses diatomées 

et les formes coloniales, est très importante et le nombre d’espèces reste encore sujet à débat ; 

5 000 espèces pour Tett et Barton (1995),  10 000 pour Guiry (2012) et même 10 000 juste 

pour les diatomées (Sournia, 1995). Ce nombre devrait encore évoluer dans les années à venir 

avec l’avancée des techniques d’analyse par séquençage. La morphologie des cellules 

phytoplanctoniques est aussi très diversifiée, certaines espèces sont capables de former des 

colonies et/ou de modifier leur morphologie en fonction de la variation du milieu environnant 

(hétérocystes, kystes, vacuoles gazeuses). 

La classification des organismes phytoplanctoniques se fait souvent en groupes fonctionnels 

qui peuvent être indépendants de leur classification phylogénétique. En écologie, le terme de 

groupe fonctionnel correspond à un ensemble d’individus répondant de la même manière à 

une contrainte environnementale donnée ou ayant le même effet sur un processus 

environnemental (Gitay et al., 1999). La définition de groupes fonctionnels de plusieurs 

espèces peut se faire sur la base de nombreux critères pouvant être liés à la position trophique 

et aux traits métaboliques, ou de manière plus simple mais pour le moins aussi importante sur 

la taille et la forme des cellules ainsi que sur la diversité pigmentaire. Sieburth et al. (1978) 

ont proposé une division en différentes fractions de taille des organismes planctoniques qui 

est encore d’usage aujourd'hui (Tableau 1). Ce caractère fait partie des plus simples et des 

plus importants à observer afin de décrire le réseau trophique (voir II. 2) ainsi que la 

répartition et  l’évolution temporelle de la biomasse. Dans ce manuscrit, la classification de 

Sieburth et al. (1978) sera adoptée pour une partie des groupes phytoplanctoniques 

discriminés par cytométrie en flux. Une classification sur la base du contenu pigmentaire sera 

également possible à partir de ces mesures ainsi que par chromatographie liquide à haute 

performance.  
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Tableau 1. Classes de taille des organismes planctoniques (encadré en rouge les différentes classes du 
phytoplancton, d’après Sieburth et al., 1978) 

4. Les traits fonctionnels du phytoplancton

Les groupes fonctionnels sont composés d’espèces qui peuvent avoir des caractéristiques 

physiologiques et/ou morphologiques similaires. Ces caractéristiques déterminent leur 

interaction avec les contraintes environnementales et contribuent ainsi à l’occurrence ou 

l’absence d’une espèce donnée : elles sont alors qualifiées de traits fonctionnels (Violle et al., 

2007). Les traits fonctionnels influencent le succès reproducteur d’une espèce via leurs effets 

sur la croissance, la survie, la reproduction (Violle et al., 2007) et sont classés selon  deux 

types : les traits physiologiques et les traits morpho-fonctionnels. Il a été avancé que mettre 

l’accent sur les traits fonctionnels des espèces pourrait contribuer à l'amélioration de la 

compréhension des relations entre les facteurs environnementaux et la structuration des 

communautés phytoplanctoniques (McGill et al., 2006).  A l'échelle d’un écosystème,  un trait 

fonctionnel est une caractéristique d'un organisme qui constitue une réponse à un ou 

plusieurs facteurs environnementaux (trait de réponse) ou qui affecte le fonctionnement de 

l'écosystème (trait d’effet). Lavorel et Garnier (2002) vont jusqu’à utiliser, d’une part des 

traits de réponse pour quantifier l’impact de l’environnement sur la composition des 

communautés, et d’autre part des traits d’effet pour quantifier l’influence des communautés 

sur les propriétés écosystémiques. Il serait ainsi possible, à partir de l’étude de la physiologie 

et de la morphologie des espèces, d’expliquer les distributions et associations communautaires 

et de comprendre le fonctionnement des écosystèmes (Diaz et al., 2004) comme les flux de 

matière et d’énergie. 
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Les principaux traits physiologiques sont liés à la croissance et à l'efficacité de la 

photosynthèse par l'intermédiaire de la fixation du carbone et l'absorption des nutriments. Les 

traits physiologiques liés à l'efficacité de la photosynthèse sont fondamentaux pour expliquer 

la structure de la communauté de phytoplancton (Richardson et al., 1983) et sont déterminés à 

partir de la relation entre le taux de photosynthèse et l'intensité lumineuse modélisée par des 

courbes de PE (photosynthèse-énergie) (Figure 4). Les valeurs que prennent ces traits sont 

variables en fonction des espèces. Il s’agit de l’efficience photosynthétique (α, pente à 

l’origine), du taux maximal de la photosynthèse (Pmax) et  du coefficient de saturation 

lumineuse (Ek), indice utilisé pour caractériser le niveau de  photoacclimatation, qui se 

calcule par le  rapport Pmax/α. Les autres traits physiologiques sont liés à l'absorption des 

nutriments et au taux de croissance. On distingue ainsi plusieurs paramètres quantifiables 

comme la constante de demi-saturation, le taux d’acquisition maximal ou bien encore le taux 

de croissance maximum. 

Figure 4. Courbe P-E représentant la relation entre le taux de photosynthèse et l’intensité lumineuse et où 
apparaissent les différents traits physiologiques reliés à l’efficacité de la photosynthèse α, Pmax, et Ek 
(d’apres Litchman et Klausmeier, 2008) 
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Contrairement aux traits physiologiques, issus majoritairement d’expériences réalisées en 

culture, les traits morpho-fonctionnels sont facilement mesurables. Cependant les mêmes 

traits morpho-fonctionnels peuvent être observés chez les différents groupes taxonomiques. 

Ainsi, les approches fondées exclusivement sur la taxonomie peuvent s’avérer moins efficaces 

que celles basées sur les traits morpho-fonctionnels, pour expliquer la structure de la 

communauté de phytoplancton en réponse aux stress et changements environnementaux 

(Kruk et al., 2010). La taille des cellules et la présence de flagelles peuvent être considérées 

comme des traits morpho-fonctionnels importants à étudier. La taille cellulaire peut constituer 

un proxy des traits physiologiques liés à l’acquisition des nutriments, (Kruk et al., 2010 ; 

Edwards et al., 2012) et la présence de flagelles pourrait permettre aux espèces d'exploiter des 

zones où les nutriments seraient plus concentrés. 

Margalef (1978), est l'un des premiers à utiliser les traits morpho-fonctionnels pour expliquer 

la structure de la communauté phytoplanctonique ainsi que les successions saisonnières. 

Quelques années plus tard, Reynolds (1980, 1984) propose une classification fonctionnelle 

dans les eaux douces, qui comprend les espèces qui coexistent dans les mêmes contraintes 

environnementales, complétée en 2002, par leurs traits morpho-fonctionnels (Reynolds et al., 

2002). Des approches similaires ont par la suite  été développées  en océanographie (Litchman 

et al., 2007 ; Edwards et al., 2013). Mais l’acquisition de données restant toujours difficile, la 

plupart des études se basent sur des valeurs de traits obtenues lors d’expériences de 

laboratoire (Edwards et al., 2011 ; Edwards et al., 2013). 

5. Dynamique spatio-temporelle du phytoplancton

Le phytoplancton, grâce à un temps de génération très court, peut s’adapter très rapidement au 

changement de conditions environnementales. Ainsi, lorsque la concentration en sels nutritifs 

et la luminosité sont optimales, c’est-à-dire essentiellement au printemps et en automne (dans 

les latitudes tempérées), les cellules phytoplanctoniques peuvent se développer de manière 

très rapide et en grande quantité, on parle d’efflorescence algale (bloom).  Ce développement 

de cellules est à l’origine notamment d’un épuisement des sels nutritifs et de l’augmentation 

de matière organique dissoute et particulaire. En milieu côtier, l’activité anthropique et  les 

apports fluviaux continentaux engendrent des déversements élevés en nutriments face 

auxquels le phytoplancton réagit par des excès d’abondance pouvant provoquer dans certaines 
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conditions une anoxie de la colonne d’eau et aboutir à une mortalité massive de poissons 

(Havens, 2008). Par ailleurs, la production de toxines par certaines espèces 

phytoplanctoniques a également un impact majeur sur le fonctionnement des écosystèmes 

aquatiques. En effet, celles-ci peuvent s’accumuler dans les organismes des niveaux 

trophiques supérieurs (Sotton et al., 2012) et avoir un effet délétère sur la reproduction et la 

survie de ces espèces causant des dégâts dans les pêcheries ou les industries aquacoles de 

bivalves (Thébaud et al., 2005) mais aussi être à l’origine de problèmes de santé publique 

(Zingone et Enevoldsen, 2000). Il est par conséquent nécessaire d’observer et comprendre la 

dynamique de ces populations à la vue du nombre d’activités qui se développent en zone 

côtière. 

 

Parmi les contraintes agissant sur le phytoplancton, on distingue les facteurs ascendants ou 

bottom-up des facteurs descendants ou top-down.  Les premiers limitent la production de 

biomasse comme l’intensité lumineuse, les concentrations en nutriments, l’intensité de 

mélange de la colonne d’eau et la température. Les seconds agissent comme des suppresseurs 

de biomasse et englobent la prédation et le parasitisme par les protozoaires, les bactéries et les 

virus (Tilman et al., 1982 ; Sommer et al., 2012 ; Raven et al., 2005). Certains de ces facteurs 

peuvent avoir une influence indirecte sur le  phytoplancton comme c’est le cas par exemple de 

la turbulence qui peut augmenter l’effet de la prédation (Rothschild et Osborn, 1988) ou qui 

peut induire des mouvements verticaux  et redistribuer les cellules phytoplanctoniques et les 

sels nutritifs. Cela est particulièrement vrai au niveau des zones côtières où 

l’hydrodynamisme est complexifié  par les courants, les apports continentaux et les variations 

bathymétriques liées à la marée qui stratifient ou tendent à mélanger la colonne d’eau.  

 

Toutes ces contraintes environnementales et leurs variations vont ainsi définir la structure de 

la communauté. Ces différents forçages physiques ou biologiques peuvent s’exprimer à 

différentes échelles spatiales et temporelles (Figure 5). En fonction de l’échelle spatio-

temporelle  d’observation du phytoplancton, l’intensité des facteurs définissant la distribution 

du phytoplancton devra plus ou moins être prise en compte. Par exemple, des observations à 

méso-échelle (10-100 km) ne devront pas tenir compte de la composante journalière, mais 

plutôt hebdomadaire, car la variation qu’elle engendrera n’aura que très peu d’impact sur le 

signal méso-échelle.   
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Figure 5. Echelle spatio-temporelle caractéristique des processus physiques et biologiques marins (d’après 
Dickey et al., 2003). Le cercle rouge correspond aux échelles spatio-temporelles auxquelles ont été analysés 
les échantillons phytoplanctoniques durant ce travail de thèse  
 

 

Suivant les espèces et les conditions environnementales, les cellules phytoplanctoniques, 

comme les diatomées (Furnas, 1991), le picophytoplancton (Vaulot et al., 1995 ; Furnas et 

Crosbie, 1999),  Phaeocystis (Jacobsen et Veldhuis, 2005),  vont être capables de se diviser 

jusqu'à plusieurs fois dans une journée et répondre ainsi rapidement aux changements 

environnementaux (Cloern, 2001). L’observation du cycle cellulaire a déjà été réalisée par 

cytométrie, via la duplication de l’ADN (Vaulot, 1994), les paramètres optiques cellulaires 

(Jacquet et al., 2002), ainsi qu’avec des cytomètres in situ (Thyssen, 2008). La croissance 

cellulaire reste tout de même difficilement observable en milieu naturel à cause de la diversité 

des facteurs de mortalité, de déplacement, et des méthodes d’observation, qui ne permettent 

pas d’échantillonner à une fréquence assez élevée pour rendre compte de la division 

cellulaire.   
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La distribution spatiale du phytoplancton est hétérogène et la description de ces assemblages 

dépend de l’échelle d’observation. L’hétérogénéité de la distribution spatiale du 

phytoplancton à l’échelle du mètre peut être identique à la variation observée à l’échelle de la 

colonne d’eau (Cassie, 1963 ; Seymour et al., 2000) alors que  l’hétérogénéité temporelle de 

l’abondance du phytoplancton à l’échelle de la journée peut être égale à celle observée à 

l’échelle des saisons (Harris, 1980 ; Houliez, 2012). Actuellement, la plupart des mesures 

spatiales à haute résolution du phytoplancton se basent sur des estimations de la concentration 

en chlorophylle a, que ce soit par fluorimétrie à haute fréquence pour la micro-échelle ou par 

image satellite pour la méso- et macro-échelle synoptique. Or ces techniques ne rendent pas 

compte de la distribution spatiale de la diversité phytoplanctonique.   

III. L’observation du phytoplancton

La grande complexité des assemblages phytoplanctoniques est liée à une très importante 

diversité  phylogénétique ainsi qu’à une forte variabilité de taille (de 0,2 µm à quelques mm), 

d’abondance (de 0 à plusieurs milliers de cellules par cm-3) et de physiologie cellulaire. De ce

fait il est d’ores et déjà reconnu qu’aucune technique d’analyse ne répond de façon exhaustive 

à l’observation du phytoplancton (Smayda, 1998). Chaque méthode possèdent sa valeur 

ajoutée mais aussi ses inconvénients.   

Mise en place dans les années 1930, la microscopie inversée permet une reconnaissance et 

une quantification en détail des organismes microphytoplanctoniques (Utermöhl, 1931). Les 

techniques microscopiques  restent les références pour l’analyse taxonomique des cellules  

phytoplanctoniques, le calcul de l’abondance et le calcul des biovolumes cellulaires 

(transformables en biomasse via des facteurs de conversion propres à la taille et/ou l’espèce). 

Elles présentent cependant des inconvénients, i/ elles sont chronophages et ne peuvent fournir 

une analyse à haute fréquence, ii/ elles demandent un haut degré de connaissance 

taxonomique avec pour conséquence une orientation des résultats en fonction de la 

compétence de l’analyste (Tillmann et Rick, 2003), iii/ la fixation chimique entraîne une 

dégradation voire une disparition de certains groupes cellulaires (Olson et al., 1989 ; Menden-

Deuer et al., 2001), iv) le dénombrement des cellules de petite taille (<10 µm) est limité et 

leur discrimination, incertaine.  
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Le phytoplancton peut aussi être étudié grâce à ses pigments photosynthétiques. La méthode 

standard la plus utilisée pour estimer la biomasse phytoplanctonique à partir des contenus 

pigmentaires est le dosage de la chlorophylle a par spectrotométrie ou fluorimétrie (Aminot et 

Kérouel, 2004). L’analyse des cortèges pigmentaires par chromatographie (HPLC, Mantoura 

et Llewellyn, 1983) est plus précise et complète et peut donner un aperçu de l’ensemble des 

groupes phytoplanctoniques en présence de par une approche chémotaxonomique (Mackey et 

al., 1996 ; Jeffrey et al., 1997). Ces méthodes pigmentaires sont certes rapides mais ne 

permettent pas d’évaluer directement les espèces et leur abondance, et ne fournissent qu’une 

approximation de la biomasse ne tenant pas compte de la variabilité du facteur de conversion 

C/Chl a. En effet ce facteur varie en fonction des espèces et de l’état physiologique des 

cellules phytoplanctoniques.  

La cytométrie en flux devrait permettre à terme un compromis entre la rapidité des méthodes 

pigmentaires et la précision à l’échelle individuelle des méthodes microscopiques. La 

cytométrie est basée sur les propriétés bio-optiques des cellules. Cette méthode est 

particulièrement applicable au phytoplancton en raison de sa nature photosynthétique. Chaque 

cellule contient de la chlorophylle a laquelle, lors de son passage  devant un laser bleu, émet 

une fluorescence rouge, permettant la discrimination des cellules autotrophes des cellules 

hétérotrophes eucaryotes et procaryotes, des débris et des sédiments (Veldhuis et Kraay, 

2000). Actuellement considérée comme une méthode fiable pour le comptage des cellules 

phytoplanctoniques de petite taille (<10 µm) (Collier, 2000), la cytométrie en flux permet un 

dénombrement et une classification en groupes des cellules phytoplanctoniques sur la base de 

leurs propriétés optiques similaires. Elle a notamment permis la découverte de certaines 

espèces comme Prochlorococcus marinus en 1986 (Chisholm et al., 1992), le plus abondant 

organisme photosynthétique marin de la planète mais aussi le plus petit picoeucaryote 

photosynthétique Ostreococcus tauri (Courties et al., 1994), ou plus récemment, de 

diazotrophes unicellulaires (Zehr et al., 2008). De nombreuses études montrant que la 

régulation des populations et de leurs pigments associés pouvait s’effectuer à l’échelle du 

mètre et/ou de l’heure (Owen, 1989 ; Jacquet et al., 2002), les cytomètres ont dû être adaptés 

afin d’accéder à l’information sur une échelle temporelle et spatiale de plus en plus fine. C’est 

ainsi que depuis une vingtaine d’années, des cytomètres en flux ont été développés 

spécialement pour des applications in situ et automatisés tels que le Cytosense (détaillé dans 

la partie Matériels et Méthodes) ou le FlowCytobot (Olson et al., 2003).  
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IV. La Manche Orientale 

 

 1. L’hydrodynamisme en Manche Orientale 

 

La Manche est une mer épicontinentale dont la partie orientale (Figure 6) s’étend de la Baie 

de Seine jusqu’au détroit du Pas-de-Calais. La région côtière bénéficie d’un climat océanique 

tempéré avec des précipitations présentant généralement un maximum saisonnier en automne 

(précipitations totales moyennes de 80 mm par mois), et des niveaux à peu près équivalents en 

hiver et en été (entre 40 et 50 mm de précipitations totales par mois). Ces précipitations, 

réparties tout au long de l’année, influencent fortement les apports fluviatiles. Contrairement 

aux côtés Anglaises, les côtes Françaises sont  bordées d’estuaires, dont la Seine (≈560 m3.s-1, 

moyenne annuelle) et la Somme (≈35 m3.s-1, moyenne annuelle) qui représentent les 

principaux apports fluviaux du littoral de la Manche Orientale.  

 

Un fort hydrodynamisme et des régimes marégraphiques de type mégatidaux, avec un 

marnage pouvant atteindre 8 m en vives-eaux, caractérisent la courantologie de la Manche 

Orientale. Les courants instantanés induits par la marée y sont très forts, de l’ordre de 120 à 

150 cm.s-1 en vives-eaux. Ce contexte marégraphique favorise la création d’une masse d’eau 

côtière permanente bien individualisée, appelée « le fleuve côtier » (Figure 7 ; Brylinski et al., 

1991). Cette masse d’eau est entretenue par les apports fluviatiles (Somme, Canche, Authie) 

depuis la baie de Seine jusqu’au détroit du Pas-de-Calais et sa circulation est régie par le 

courant résiduel de marée dirigé vers la Mer du Nord.  Le fleuve côtier, riche en matières en 

suspension (Guéguéniat et al., 1995), sels nutritifs (Bentley et al., 1993), pourrait être 

responsable d’une partie non négligeable des flux de matière vers la Mer du Nord (Brylinski 

et al., 1991 ; Sentchev et Korotenko (2005, 2007) et est également le siège d’une 

accumulation de particules le long d’une zone frontale (Sentchev et Yaremchuk, 2005).  
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Figure 6. Localisation de la Manche Orientale 

 

Les eaux côtières et celles du large forment deux masses d’eau bien distinctes mais dont les 

contours fluctuent au gré des marées et de la saison (Sentchev et Yaremchuk, 2005). D’un 

point de vue thermique la zone côtière est plus sensible aux variations climatiques et 

continentales ce qui implique une inversion de gradient suivant la saison (Quisthoudt, 1987). 

 

 
 
Figure 7. Mise en évidence du fleuve côtier et de la zone frontale en Manche Orientale (dessin de 
Brylinski, modifié) 
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Les eaux du large sont sous influence des entrées d’eau de l’océan Atlantique dont le flux 

résiduel se dirige vers la Mer du Nord (Salomon et Breton, 1993). La Manche Orientale 

apparaît donc comme une zone de transition pour les matières en suspension entre la Manche 

occidentale et la partie sud de la Mer du Nord (Velegrakis et al., 1999), et plus globalement, 

comme une zone de transfert entre les eaux atlantiques et celles de la Mer du Nord (Salomon 

et Breton, 1993). Le détroit du Pas-de-Calais constitue par sa position géographique une 

frontière entre la Manche et la Mer du Nord. On observe aussi à son niveau un resserrement 

des isobathes entraînant la présence de différentes masses d’eau sur une zone faiblement 

étendue, d’où l’intérêt de rendre compte de la distribution du phytoplancton à haute résolution 

dans cette zone géographique. 

2. La composante phytoplanctonique en Manche Orientale

La Manche Orientale a déjà été renseignée sur les composantes phytoplanctoniques (i.e. Lizon 

et al., 1998 ; Gentilhomme et Lizon, 1998 ; Guiselin, 2010 ; Houliez et al., 2012) en relation 

avec l'hydrodynamisme (Brylinski et al., 1991 ; Salomon et Breton, 1993).  Dans ce système 

méso-eutrophe, dont 85 % de la biomasse phytoplanctonique totale est attribuée aux 

diatomées, (Breton et al., 2000 ; Grattepanche et al., 2011 ; Lefebvre et al., 2011, Hernández-

Fariñas et al., 2013) une saisonnalité de type 1/ diatomées – 2/ Phaeocystis globosa – 3/ 

diatomées est observée presque chaque année (Breton et al., 2000 ; Gómez et Souissi, 2007 ; 

Lamy et al., 2009 ; Monchy et al., 2012 ; Houliez et al., 2013). L’espèce emblématique de la 

Manche Orientale, P. globosa, prolifère au printemps de manière quasi-récurrente  et peut 

constituer à elle seule (108 cellules. dm-3) la quasi-totalité des espèces phytoplanctoniques

présentes  (Brylinski et al., 1984 ; Brunet et al., 1992 ; Brunet et al., 1996). Cette 

efflorescence de P. globosa semble structurer la composition phytoplanctonique (Schapira et 

al., 2008 ; Guiselin, 2010). Ainsi des diatomées de plus grande taille seront présentes avant 

l’efflorescence de P. globosa et des diatomées de petite taille seront plutôt présentes après 

l’efflorescence de P. globosa.  
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V. Cadre et objectifs de la thèse 

 

La variabilité d’abondance et de biomasse du phytoplancton ainsi que l’apparition 

d’événements nuisibles, voire toxiques sont des critères de classement pour la qualité des 

masses d’eau, d’après la Directive européenne Cadre sur l’Eau (DCE, 2000). Des programmes 

d’observation et de surveillance (SOMLIT, SRN-REPHY), peuvent répondre aux exigences 

de cette directive ainsi qu’à d’autres comme la Stratégie Cadre Milieu Marin (DCSMM, 

2008). Malgré un grand nombre d’études concernant le phytoplancton, il subsiste encore des 

lacunes concernant sa dynamique spatio-temporelle provenant notamment des méthodes et 

fréquences d’observation. Or, comprendre le fonctionnement d’un écosystème passe par 

l’étude de la variabilité des compartiments qui le composent. Peu d’études in situ ont été 

menées sur les réactions du compartiment phytoplanctonique à fine échelle spatio-temporelle, 

essentiellement par manque de moyens adaptés à la rapidité et la diversité des réponses aux 

conditions du milieu.  L’utilisation et l’adaptation de la cytométrie en flux comme instrument 

d’analyse du phytoplancton a donné l’accès à un échantillonnage à haute fréquence à l’échelle 

de la cellule (Thyssen et al., 2008, 2014 ; Guiselin, 2010).   

 

Cette étude a été réalisée en Manche Orientale dans le cadre du projet DYMAPHY (2010-

2014 ; Développement d’un système d’observation DYnamique pour la détermination de la 

qualité des eaux MArines, basé sur l’analyse du PHYtoplancton ; INTERREG IVA « 2 

Mers »). Le but de ce projet était de mettre en place un dispositif efficace pour la 

détermination et le suivi à haute résolution de l’état écologique des eaux marines, à travers le 

suivi de la dynamique phytoplanctonique, de par l’utilisation en routine de la cytométrie en 

flux et de la fluorescence spectrale, en association à des méthodes traditionnelles de référence 

(microscopie, analyses pigmentaires) et synoptiques (télédétection). Ce projet se décomposait 

en 3 phases :  

 

 Etablir des protocoles opérationnels de calibrage et de standardisation pour 

l’utilisation des différentes techniques  d’analyse, ou à défaut des recommendations 

pour leur application qui permettront d’optimiser l’observation à haute résolution 

spatiale et haute fréquence de la qualité des eaux marines (activité 1).  

 
 Développer des outils informatiques permettant d’accélerer et d’automatiser certaines 

étapes d’analyse particulièrement exigeantes en temps et expertise (activité 2). 
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 Tester et valider les procédures mises en place lors de campagnes en mer communes

(Figure 8) et au sein des systèmes d’observation existants, combinant mesures

standardisées et analyses automatisées (activité 3).

Figure 8. Carte des différentes campagnes océanographiques communes organisées au cours du projet 
DYMAPHY. 1 : Campagne DYMAPHY-PROTOOL (Mai 2011) ; 2 : Campagnes DYPHYMA I et II 
(Avril-Juin 2012) ; 3 : Campagne estuaires Néerlandais DES (Septembre 2012). www.dymaphy.eu 

En Manche Orientale les études déjà menées avant 2007, ont souvent ciblé la dynamique de 

P. globosa en ne prenant pas en compte l’évolution simultanée de l’ensemble du 

compartiment phytoplanctonique (pico-, nano et microphytoplancton), au moyen de 

prélèvements bi-hebdomadaires à mensuels sur quelques périodes spécifiques de l’année. 
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L’acquisition par la suite d’un cytomètre en flux (enregistrant les profils optiques des signaux 

d’origine) de type « CytoSense » (CytoBuoy BV, Pays-Bas) au Laboratoire d’Océanologie et 

Géosciences (LOG) de Wimereux, a déjà permis d’effectuer  des mesures en routine lors de 

suivis réguliers d’une station côtière pendant une année, sur des échantillons non fixés 

(Guiselin, 2010). La présente étude a pour objectif principal de rendre compte de 

l’hétérogénéité spatio-temporelle du compartiment phytoplanctonique en Manche Orientale, 

par des analyses in vivo et in situ,  sur différentes échelles d’observation :  

1/ Echelle pluri journalière : Campagne DYPHYMA effectuée à l’échelle régionale de la 

Manche Orientale, Avril 2012 (Chapitre III). 

2/ Echelle saisonnière : le long de la radiale côte - large de la baie Saint Jean (Wimereux-

Slack), entre février et Juillet 2012 (Chapitre IV). 

3/ Echelle annuelle et interannuelle sur une station côtière : station  R1 de la radiale de la baie 

Saint Jean, entre Juin 2011 et Juillet 2014 (Chapitre V). 

 

Il s’agira d’étudier la variabilité des groupes phytoplanctoniques définis par la cytométrie en 

flux sur les différentes échelles spatiales et temporelles choisies et d’émettre des hypothèses 

sur leurs facteurs de régulation. Ces échelles d’observation ont été choisies pour caractériser 

la variabilité au sein des communautés phytoplanctoniques et pour répondre à  différentes 

questions posées au cours du manuscrit, à savoir : 

 

 

 Quelle est la structure spatiale du phytoplancton en Manche Orientale ? 

 Quelle est la dynamique temporelle du phytoplancton en Manche Orientale ? 

 Quels sont les forçages environnementaux qui structurent sa répartition ? 

 

 

Le Chapitre II (Matériels et Méthodes), concerne la méthodologie (incluant la participation à 

un excercice d’intercalibrage) et la stratégie d’échantillonnage utilisée pour évaluer les 

abondances et estimer la biomasse phytoplanctonique.  
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Les résultats obtenus dans le cadre de ce travail de thèse sont présentés sous forme de 3 

articles, un publié, un en révision et un en préparation.  

Le Chapitre III est composé d’un article publié qui présente la caractérisation, à haute 

résolution spatiale, des communautés phytoplanctoniques au cours de la campagne en mer 

DYPHYMA effectuée du 27 au 29 Avril 2012, en Manche Orientale. Il s’agit d’identifier la 

structuration spatiale des communautés phytoplanctoniques à une échelle synoptique sur une 

période pluri-journalière échantillonnée à haute fréquence et de vérifier le rôle des masses 

d’eau dans la distribution du phytoplancton. A la fin de ce chapitre, un complément visera à 

comparer les résultats obtenus avec le CytoSense et avec l’HPLC, le Fluoroprobe et la 

microscopie optique. 

Le Chapitre IV vise à expliquer la variabilité spatio-temporelle du développement des 

populations phytoplanctoniques entre la fin de l’hiver et le début de l’été, sur une radiale côte-

large, à sub-mésoéchelle spatiale (article en cours de révision). Les changements 

d’assemblage sont mis en évidence avec une fréquence hebdomadaire à bi-hebdomadaire, au 

cours des périodes les plus productives de l’année en Manche Orientale,  les paramètres 

abiotiques susceptibles d’influencer ces changements étant déterminés. 

Le Chapitre V, correspond à un article écrit sur la base des observations effectuées sur un 

seul point côtier de la radiale côte-large, analysées dans le chapitre IV, pendant trois années, à 

une fréquence hebdomadaire à mensuelle. Cette caractérisation des communautés 

phytoplanctoniques lors d’un suivi à moyen terme, permettra plus particulièrement d’observer 

et de définir une relation entre les traits fonctionnels des différents groupes 

phytoplanctoniques et la structuration de l’écosystème. 

Une discussion générale (Chapitre VI)  synthétise les résultats obtenus au regard des 

objectifs visés et dégage des perspectives pour les futures recherches. Une bibliographie 

regroupe en fin de manuscrit l’ensemble des références citées hors article. 
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I. Le cytomètre en flux de type « CytoSense » 

1. Principe de mesure

La cytométrie en flux est une technique développée pour analyser individuellement des 

particules en suspension dans un milieu liquide. Les particules sont individualisées par 

l’étirement de l’échantillon dans un liquide porteur dans des conditions d’un écoulement 

laminaire c’est-à-dire sans échange entre l’échantillon et le liquide porteur. Une fois l’étape 

d’individualisation réalisée, les particules passent devant un faisceau laser de longueur d’onde 

connue (Shapiro, 2003). La résultante est un flux de photons par diffraction et diffusion de la 

lumière accompagnée éventuellement d’une émission de fluorescence suite à l’excitation d’un 

pigment photosynthétique ou d’un marqueur fluorescent (Jochem, 1999 ; Marie et al., 2005).  

L’instrument utilisé au cours de cette thèse est un cytomètre en flux de type « CytoSense » 

(CytoBuoy BV, Pays-Bas) permettant de réaliser des analyses automatisées in situ dédiées 

aux cellules phytoplanctoniques (Dubelaar et al., 1999 ; Dubelaar et Gerritzen, 2000).  

L’analyse automatisée rendue possible sur le CytoSense permet de réaliser des mesures à 

haute fréquence, importantes pour révéler des processus à faibles échelles spatiales et 

temporelles. Le CytoSense peut être transportable et emmené sur un navire océanographique 

ou un autre lieu de prélèvement. L’échantillon est alors prélevé en milieu naturel sans subir 

les procédés de fixation et de conservation pouvant entraîner la dégradation des cellules 

conservées (Klaveness, 1985 ; Trousselier et al., 1995). De plus, ce cytomètre en flux garde 

en mémoire l’ensemble des paramètres définissant ainsi la signature optique de chaque 

particule (pulse shape recording), alors que les cytomètres classiques ne conservent que le 

signal maximal de chaque canal. Ces profils peuvent, pour les plus grosses particules, être 

associés à une prise de photos par un système automatisé d’acquisition d’images pouvant être 

rajouté à l’intérieur du cytomètre. 

L’instrument CytoSense Benchtop (CytoBuoy BV, Pays-Bas) se décompose en trois 

compartiments (Figure 9) : 

1. Le système fluidique: Une pompe péristaltique apporte l’échantillon au travers d’un tube en

silicone de 800 μm,  jusqu’à l’injecteur où un liquide de gaine est entraîné à une vitesse 

supérieure, à celle de l’échantillon (80 cm3.min-1), garantissant la création d’un flux laminaire

et une séparation des deux types de fluides au niveau de la chambre de mesure. Les particules 
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qui peuvent être analysées mesurent entre 1 et 800 µm. La vitesse de prélèvement est 

contrôlable et varie entre 0,49 et 9,7 μL.s-1. Cette vitesse doit être préalablement calibrée 

selon le type de particules à analyser pour obtenir un comptage le plus précis possible (cf ci-

après ; Dubelaar et al., 1999). L’étirement de l’échantillon induit une séparation des particules 

qui circulent en file indienne au travers d’une cuve en quartz d’1 mm de diamètre où a lieu 

l’analyse optique, évitant ainsi toute obstruction de l’entrée par les particules. La nature du 

liquide gaine ne doit pas modifier l’indice de réfraction et dépend de l’échantillon à analyser. 

Dans notre cas le liquide de gaine est l’eau de mer filtrée sur 0,45 µm, puis 0,2 µm.  

 

2. Le système optique: Les particules sont interceptées par un faisceau laser de couleur bleue 

(Coherent solid-state sapphire, 488 nm, 50 mW) de longueur 300 μm et de largeur 5 μm. 

Chaque particule diffuse  la lumière et, dans le cas de phytoplancton, émet de la fluorescence 

dont l’intensité et la longueur d’onde d’émission dépendront du type de pigment 

photosynthétique. Les signaux de diffusion et de fluorescence sont collectés à l’aide de 

photomultiplicateurs qui permettent l’enregistrement de 5 variables (Figure 10):  

 

• La diffusion vers l’avant ou aux petits angles (0-15°; FWS) varie en fonction de la taille 

axiale de la particule. 

 

• La diffusion aux grands angles (45-135°;  SWS) révèle la structure interne des particules. 

 

• La fluorescence rouge (668-734 nm; FLR) est la principale bande d’émission de la 

chlorophylle a lorsqu’elle est excitée par un laser bleu. Elle permet de distinguer les particules 

autotrophes des particules non autotrophes (hétérotrophes, sédiments etc). 

 

• La fluorescence orange (601-668 nm;  FLO) permet de distinguer les particules contenant 

des pigments accessoires tels que la phycocyanine et la phycoérythrine contenus dans les 

cyanobactéries et les Cryptophytes.  

 

• La fluorescence jaune/verte (536-601 nm; FLY) permet de distinguer également la 

phycoérythrine présente dans les cyanobactéries et Cryptophytes, ainsi que chez quelques 

dinoflagellés et ciliés incorporant des Cryptophytes dans leur cytoplasme, pour réaliser la 

photosynthèse (Dynophysis, Mirionecta rubra). 
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Figure 9. Principaux éléments de la composition interne du CytoSense présenté sans sa coque de 
protection 

Le signal FWS est collecté par une photodiode (positive intrinsic negative diode ; PIN). La 

photodiode est un composant semi-conducteur qui permet de transformer le signal lumineux 

en courant électrique. Elle est beaucoup moins sensible que le photomultiplicateur car elle 

reçoit une grande quantité de la puissance du faisceau laser. Une partie de la lumière incidente 

est récupérée par un miroir placé de l’autre côté de la cuvette et est déviée à 90° sur une série 

de filtres optiques séparant les différentes longueurs d’onde permettant de collecter le signal 

SWS et les signaux de fluorescence. Ces signaux sont collectés, amplifiés et numérisés par 

des photomultiplicateurs puis transmis vers un disque dur associé placé au-dessus de l’unité 

optique. 
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Figure 10.  Schéma de l’unité optique en vue de dessus d’un CytoSense (d’après CytoBuoy). La particule 
est interceptée par le faisceau laser de longueur d’onde 488 nm, la lumière diffusée aux petits angles 
donnera une estimation de la taille des particules (Forward Scatter ; FWS) et celle diffusée aux grands 
angles une estimation de la complexité structurale (Sideward Scatter ; SWS). Les signaux de fluorescence 
sont séparés par des filtres et renvoyés vers des photomultiplicateurs 

Deux modules optionnels viennent compléter la partie optique du CytoSense utilisé lors de ma 

thèse:  

• Un module de détection de la courbure des particules ou Curvature  (Figure 11) qui est un

polariseur disposé sur l’unité FWS et permettant de détecter les cellules à forme spiralée, 

courbée et coloniales. 

• En opposition aux modules low sensitivity (LS)  déjà intégrés pour les variables SWS, FLR

et FLY afin de détecter les plus grosses particules, un module de détection High Sensitivity 

(HS) permet la détection des particules plus petites comme les picoeucaryotes. Ce module de 

détection HS (Figure 12) est présent pour les  variables SWS, FLR, FLY et FLO.  
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Figure 11.  Vue de face au niveau du faisceau laser avec le module optionnel « curvature » (d’après 
CytoBuoy) 
 

 
Figure. 12.  Schéma en vue de dessus de l’unité optique d’un CytoSense équipé d’un module optionnel 
« High Sensitivity » (d’après CytoBuoy) 
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3. Le système électronique : Le flux de photons émis par le passage d’une particule devant le

laser est converti en impulsions électriques. Chaque profil issu des impulsions (Figure 13) est 

digitalisé et stocké dans des disques durs avant d’être envoyé à l’ordinateur  par port série. 

Contrairement aux cytomètres en flux conventionnels, l’impulsion obtenue n’est pas intégrée, 

mais décomposée en plusieurs données à une vitesse de 4 MHz. Afin d’éviter une saturation 

des disques durs par des informations non voulues comme des particules non fluorescentes, 

l’utilisation d’un seuil de détection (trigger level) sélectionné à partir du logiciel d’acquisition 

du signal CytoUSB,  soit sur la fluorescence soit sur la taille des particules est nécessaire. 

Lors de nos différentes expériences, un seuil de détection sur la fluorescence rouge a été  

utilisé afin de compter uniquement les particules émettant de la fluorescence rouge c’est-à-

dire contenant de la chlorophylle a. Des seuils de fluorescence rouge de 10 et 25 mV ont été 

appliqués (c.f. partie 3). 

Figure 13. Passage d’une particule devant le faisceau laser du Cytosense, entraînant la création d’une 
signature cytométrique composée ici du SWS (en bleu) et du FLR (en rouge) (Cytobuoy) 
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2. Traitement des données  

 

Pour une discrimination optimale des particules, 10 paramètres (Longueur, Total, Maximum, 

Moyenne, Inertie, Centre de gravité, Facteur de remplissage, Asymétrie, Nombre de pics ou 

cellule, Temps de passage de la cellule devant le laser (TOF))  sont associés à chaque 

variable,  à l’exception du TOF qui est identique pour tous les signaux (Figure 14). Ainsi 

chaque cellule est définie par 73 valeurs discrètes [(3 variables LS + 4 variables HS + FWS) * 

9 paramètres + 1 (TOF)].  Le logiciel Cytoclus® réalise alors une série de calculs élémentaires 

sur les signatures cytométriques enregistrées permettant la classification et la visualisation de 

l’ensemble des cellules sur des diagrammes  appelés cytogrammes. Il s’agit de graphiques de 

nuages de points dont les axes représentent deux variables élémentaires, les coordonées des 

points étant calculées à partir des profils des signaux. La sélection des groupes cellulaires se 

fait par la suite de manière subjective par l’utilisateur. L’emploi de billes de calibrage permet 

de normaliser les différentes variables au cours du temps et de pallier aux variabilités des 

composants optiques. 

 
Figure 14. Schématisation des différentes successions des procédés d’acquisition du signal : (A) la 
particule passe au sein du faisceau laser, (B) un profil optique lui est associé, (C) 10 facteurs sont extraits 
des  variables issues du profil optique permettant (D) une classification et un regroupement des particules 
similaires avec le logiciel CytoClus® (d’après Cytobuoy) 
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3. Analyses effectuées en laboratoire    

 

Le CytoSense en mode paillasse a été employé pour les expériences et analyses détaillées 

dans les chapitres IV et V. Les prélèvements et les analyses ont été réalisés dans les mêmes 

conditions. Les échantillons d’eau de mer ont été collectés  à partir du navire de recherche 

« Sepia II » à environ 2 m sous la surface de l’eau avec des bouteilles Niskin. Le temps écoulé 

entre le prélèvement et l’analyse des échantillons au cytomètre en flux n’a jamais dépassé les 

4 heures. Pour chaque échantillon, deux analyses avec deux différents seuils de détection 

basés sur la fluorescence rouge ont été réalisées afin de privilégier la détection des 

picoeucaryotes et du nano-phytoplancton. La détection des picoeucaryotes ayant une 

fluorescence située juste au-dessus du bruit de l’appareil, requiert donc un faible seuil de 

détection (10 mV ; FLR). Ce seuil de détection est dépendant de la sensibilité de son 

instrument de mesure et de la quantité de bruit. La grande concentration de picoeucaryotes 

dans les échantillons permet un temps d’analyse peu élevé (4-5 min ; ± 1 cm-3 de volume 

analysé) pour obtenir une significativité des résultats. De plus la taille des particules est 

proportionnelle à son temps de passage devant le laser, il convient donc de choisir une vitesse 

appropriée à la taille des particules  étudiées. Ainsi une vitesse faible sera sélectionnée pour 

l’énumération des particules de petite taille. Une vitesse faible permet de bien séparer les 

particules au moment de la création du flux laminaire, limitant ainsi les phénomènes de 

coïncidence rencontrés lorsque les concentrations cellulaires sont élevées. Au contraire le 

nano et le microphytoplancton ont une fluorescence plus élevée et sont numériquement moins 

concentrés que les picoeucaryotes. Dans le but d’avoir un nombre de particules suffisant il 

convient d’employer un seuil de détection plus élevé (25 mV ; FLR) pour ne pas saturer les 

disques avec les données des picoeucaryotes. Un temps d’analyse plus long (6-7 min; ± 3 cm-3 

de volume analysé) a été aussi employé dans le but de dénombrer ces particules moins 

concentrées. Un contrôle avec des lots de billes de 3 µm et 10 µm de diamètre et de 

concentration connue a été réalisé pour prévenir un défaut d’estimation de concentration dû 

aux variations de vitesse de la pompe péristaltique et normaliser la fluorescence et la taille des 

particules. 

 

4. Analyses automatisées pendant une campagne océanographique   

 

Au cours des trois campagnes océanographiques en Manche Orientale à bord du « Côtes de la 

Manche » (INSU-CNRS), dont la deuxième campagne (la plus complète) sera présentée dans 
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le chapitre III et les deux autres en Annexe, le CytoSense a été utilisé en mode automatique. 

Une analyse d’eau de mer a été effectuée toutes les 10 minutes, pour cela il a aussi été 

nécessaire d’automatiser l’arrivée d’eau jusqu’au cytomètre (Figure 15).  

Figure 15.  Dispositif d’échantillonnage automatisé lors d’une campagne océanographique (Mission IBTS 
2013, N.O. « Thalassa »). Le CytoSense est couplé avec un Pocket FerryBox qui amène l’eau à une 
pression de 1 bar dans un volume intermédiaire où une analyse cytométrique est réalisée toute les 10 
minutes 

Afin d’y parvenir, l’eau de mer pompée a été envoyé jusqu’au Pocket FerryBox (PFB 4H 

JENA©), dispositif mis en place par Alain Lefebvre, IFREMER LER/BL, www.dymaphy.eu)

permettant la mesure en continu des paramètres hydrologiques) qui peut facilement supporter 

la pression envoyée par la pompe du bateau, au contraire du cytomètre. Un système de 

dérivation a permis au cytomètre de recevoir de l’eau de mer de manière continue dans un 

collecteur avec un débit de 250 cm-3.min-1. L’échantillon étant prélevé par la suite dans ce

collecteur grâce à la pompe péristaltique. Du fait du mauvais temps et des forts mouvements 

de houle, des bulles d’air ont pu entrer dans le système et faire chuter le débit d’eau entraînant 

parfois un arrêt des analyses. Un réajustement du débit d’eau de mer a dû être fait 

régulièrement en fonction des différentes conditions de mer. Lors de cette campagne, 

l’analyse à haute fréquence temporelle avait pour but de diminuer la distance entre 2 

échantillons analysés. De ce fait un seul seuil de détection (10mV) a été utilisé par 

échantillon. Afin de pallier la plus faible représentativité du nano- et microphytoplancton, un 
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temps d’analyse de  9 min a été sélectionné. Un contrôle avec des billes de 3 µm de diamètre 

a été réalisé afin de normaliser les variables enregistrées telles que la fluorescence et la taille 

des particules. Il  est cependant reconnu qu’un manque de précision dans l’estimation de la 

taille des particules < 5 μm existe notamment  car leur taille se situe en dessous de la largeur 

du faisceau laser, entraînant une surestimation de la taille de ces particules (Guiselin, 2010). 

5. Discriminations des différents groupes phytoplanctoniques

Au cours des différentes expériences présentées dans les prochains chapitres, un total de  8 

groupes phytoplanctoniques a été identifié (Figure 16). La limite de détection de l’œil humain 

pouvant aller jusqu’à une quinzaine de groupes pour certains échantillons, le choix de suivre 

ces 8 groupes est purement arbitraire. Ce choix se justifie par le fait de suivre des groupes 

ayant une certaine récurrence dans la zone étudiée et ayant une population relativement 

importante (> 100 particules par cluster).  

Figure 16. Cytogrammes illustrant la discrimination des 8 groupes phytoplanctoniques et 1 groupe de 
billes, dans un échantillon naturel issu de la Manche Orientale. A. Cytogramme  Total FLR vs. Total 
FLO,  permettant de discriminer les groupes C5 et C7. B. Cytogramme rapport Total FLY/Total FLR vs. 
rapport Total FLO/Total FLR, permettant de discriminer le groupe C4 et C5. C. Cytogramme maximum 
SWS vs. Total FLO, permettant de discriminer le groupe C1, C5 et C8. D. Cytogramme  Total FWS vs. 
Total FLR, permettant de discriminer le groupe C2, C3, C4 et C6. Un minimum de 4 cytogrammes dans 
des configurations différentes est nécessaire afin d’affiner cette discrimination 
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Sur la base d’enregistrements réalisés sur des cellules isolées lors d’exercices d’intercalibrage 

effectués dans le cadre du projet DYMAPHY (www.dymaphy.eu), ainsi que sur les 

connaissances acquises lors d’études antérieures (Thyssen, 2008 ; Guiselin, 2010), les huit 

groupes ont pu être discriminés progressivement en milieu naturel. Leur reconnaissance a 

ensuite été facilitée sur les cytogrammes par l’attribution à chacun d’un profil optique 

caractéristique (Figure 17).  

C1 C5 

C2 C6 Voir Figure 18. 

C3 C7 

C4 C8 

Figure 17. Profil optique des cellules des groupes phytoplanctoniques de C1 à C8 rencontrés dans le milieu 
naturel. Les signaux de FWS (noir), SWS (bleu), FLR (rouge) et FLO (orange) sont représentés pour 
chaque profil 

Le groupe C1 est constitué de petites cellules (< 2 µm) et se différencie des groupes C2 et C3 

par la présence de fluorescence orange caractéristique de la phycoérythrine. Par conséquent, 
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les cellules du groupe C1 ont été identifiées comme étant des cyanobactéries du genre 

Synechococcus (Olson et al., 1988 ; Corzo et al., 1999). Les groupes C2 et C3 sont aussi 

constitués de petites cellules (< 2 µm) est possèdent une faible signature FLR caractérisant 

des cellules ayant un faible contenu chlorophyllien. Le groupe C3 possède une signature FLR 

plus élevée que le groupe C2. A cette échelle de taille, la caractérisation cellulaire est 

impossible en microscopie optique, une étude plus approfondie à l’aide de marquage 

fluorescent par sondes moléculaires (Fluorescent In situ Hybridisation – FISH)  pourrait nous 

renseigner sur la classification exacte de ces 2 groupes. Dans la suite du manuscrit les deux 

groupes seront nommés picoeucaryote I (faible fluorescence rouge) et picoeucaryote II (forte 

fluorescence rouge), comme le font déjà de nombreux spécialistes (Blanchot et al., 1997 ; 

Grégori et al., 2001 ; Thyssen et al., 2009 ; Thyssen et al., 2014). Les cellules des groupes C4 

et C5 ont de signaux FWS et FLR plus petits que les cellules du groupe C7. Les cellules du 

groupe C4 mesurent entre 3 et  6 µm alors que les cellules du groupe C5 sont comprises entre 

6 et 10 µm. En accord avec de précédentes études en Manche orientale et en baie sud Mer du 

Nord (Rutten et al., 2005 ; Guiselin, 2010 ; Houliez et al., 2012), les cellules des groupes C4 

ont été identifiées comme étant le morphotype haploïde de l’espèce Phaeocystis globosa. Les 

cellules du groupe C5, étant plus grandes et plus fluorescentes que celles du groupe C4, ont 

été identifiées comme étant le morphotype diploïde (cellules coloniales se retrouvant libérées 

dans le milieu, Rousseau et al., 2007) de l’espèce Phaeocystis globosa. Le groupe C6 est 

facilement identifiable sur les cytogrammes (Figure 16) car il est composé par les plus 

grandes (> 20 µm) et les plus fluorescentes cellules analysées (Olson et Sosik, 2007). Il est en 

grande partie composé de diatomées (Thalassiosira rotula, Pseudo-nitzschia seriata, 

Chaetoceros socialis, Rhizosolenia imbricata, Guinardia delicatula, etc)  aux profils optiques 

très variés (Figure 18). Le groupe C7 est composé de cellules phytoplanctoniques présentant 

une fluorescence rouge et une taille relativement similaires aux cellules des groupes C4 et C5, 

mais différant par leurs forts signaux de fluorescence orange. L’autre groupe 

phytoplanctonique contenant de la phycoérythrine, est celui des Cryptophytes (Olson et al., 

1988 ; Marie et al.,  2010). Le dernier groupe (C8) possède des cellules également de taille 

similaire aux groupes C4 et C5, mais diffère de ces derniers par un fort signal SWS provenant 

de la réflectance du laser sur l’enveloppe externe des cellules. Les seules cellules de cette 

taille et ayant une enveloppe permettant une réflexion du laser seraient  des cellules calcifiées 

de Coccolithophoridés (von Dassow et  al., 2012). 
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Figure 18. Variabilité des profils optiques des cellules du groupe phytoplanctonique C6, rencontrés dans le 
milieu naturel. Les signaux de FWS (noir), SWS (bleu), FLR (rouge) et FLO (orange) sont représentés 
pour chaque profil 
 

 6. Intercomparaison entre différents types de cytomètres 

 

Dans le cadre du projet Interreg IVB “North Sea Ballast Water Opportunity“ (NSBWO) 

(http://www.northseaballast.eu), une intercomparaison entre différents cytomètres en flux et 

des techniques de comptage microscopique a été réalisé. Ainsi 29 participants provenant de 9 

pays différents ont pu comparer, pendant 3 jours (11–14 Février 2013), leurs méthodes 

d’analyses du phytoplancton, au NIOZ (Texel) sous la direction du Dr.  Louis Peperzak. Le 

but de cette intercomparaison était de trouver le cytomètre en flux correspondant le plus aux 

besoins du projet NSBWO, à savoir un outil capable de compter rapidement les organismes de 

taille comprise entre 2 et 50 µm et les organismes à la fois très concentrés et peu concentrés. 

Ont été pour cela mis à contribution : 5 types de cytomètres: Attune® Acoutics focusing 

cytometer (At1 et At2), CytoSense (CS1), BD Accuri® C6 (C6),  BD FacsCanto® II (Ca) et 

BD FacsVerse® (FV), qui ont été comparés à 3 types de microscopie différents (optique, à 

épifluorescence et holographique).  

L’étape suivante de l’atelier pratique, après avoir calibré les instruments de manière classique 

avec des billes de calibrage, a été le comptage de cellules phytoplanctoniques unicellulaires. 
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La comparaison entre les cytomètres en flux et les techniques de microscopie a été basée sur 

l’abondance cellulaire mais aussi sur les fluorescences observées. Ne seront relatés ici que les 

résultats obtenus sur les abondances. Trois espèces phytoplanctoniques recouvrant une large 

gamme de taille (Tableau 2) ont été utilisées.  

Nom Abbreviation Taille approximative (µm) 

Micromonas pusilla Mp 2 

Prorocentrum minimum Pmin 10 

Prorocentrum belizeanum Pbel 50 

Tableau 2.  Les 3 cultures phytoplanctoniques comptées par 3 microscopes et cinq cytomètres en flux 

Deux concentrations ont été préparées et déterminées pour chaque culture, une faible (low) et 

une forte (high) concentration. Les concentrations de M. pusilla étaient de l’ordre de 100 

cellules.cm-3 pour les plus faibles (low) et 10000 cellules.cm-3 pour les plus fortes (high), et

étaient 3 fois plus concentrées que P. minimum et 10 fois plus concentrées que P. belizeanum. 

Les espèces mesurant 2 µm (Micromonas pusilla) n’ont pu être comptées correctement 

(Tableau 3) en microscopie à inversion, cette gamme de taille étant à la limite de détection des 

appareils. Pour les espèces mesurant environ 10 µm (Prorocentrum minimum), des 

concentrations relativement similaires ont été trouvées pour les microscopes optique et 

holographique. Un même ordre de grandeur a aussi été observé entre le microscope à 

fluorescence et le microscope holographique pour les cellules de 50 µm (Prorocentrum 

belizeanum). Le microscope optique traditionnel comptabilisant un peu plus de cellules. 

Microscopes 

Espèces Concentration optique épifluorescence holographique 

Mp low 

Mp high 11023 

Pmin low 12 

Pmin high 3963 3678 

Pbel low 

Pbel high 1174 715 814 

Tableau 3. Concentrations cellulaire (cm-3) des 3 cultures à faible (low) et forte (high) concentration.  Les 
cases blanches n’ont pas pu être comptées  
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Pour des faibles concentrations en Mp, le CytoSense est celui qui compte le plus de cellules 

(Tableau. 4)  mais dans le même ordre de grandeur que le FacsCanto II ou le BD Accuri C6, 

alors que les cytomètres Attune en comptent 2 fois moins. Malheureusement le comptage au 

microscope optique n’a pas été possible pour les faibles concentrations en Mp rendant 

l’interprétation des résultats difficile. En revanche, les différences entre notre instrument 

(CytoSense) et les autres cytomètres en flux sont très faibles pour le comptage des cellules de  

M. pusilla très concentrées et malgré une difficulté à compter ces petites cellules, une bonne 

relation est aussi présente avec le comptage microscopique. Le CytoSense est l’instrument qui 

se rapproche le plus de la moyenne globale des cytomètres ainsi que du comptage 

microscopique. De bons résultats sont aussi observés avec les cultures Pmin, comparables 

avec ceux obtenus  avec les cytomèters FacsCanto II et les  cytomètres Attune.  
 

Les grandes variations entre les cytomètres en flux et le comptage microscopique obtenues 

lors de l’analyse des cultures  concentrées de Pbel, pourraient être dues à la production de 

carbone extracellulaire qui engendrerait à la fois une agglomération des cellules 

comptabilisées en tant qu’entité unique et à la fois un problème de bouchon dans les systèmes 

des cytomètres. Ce phénomène semble s’atténuer pour les cultures moins concentrées où le 

CytoSense obtient des résultats comparables avec les autres cytomètres en flux.  

Lors de cette intercomparaison, le CytoSense obtient donc des résultats comparables aux 

autres cytomètres en flux et aux techniques plus classiques comme la microscopie optique. De 

précédentes études (Guiselin, 2010) avaient déjà démontré une bonne corrélation entre le 

comptage au CytoSense et le comptage au microscope optique.  
 

 

Tableau 4. Concentrations de M. pusilla (Mp), P. minimum (Pm) and P. belizeanum (Pb) en cellule.cm-3 à 
faible (low) et forte (high) concentration, analysés par six cytomètre en flux.  Les nombres sont la moyenne 
des réplicats (2). “overall average” est la moyenne de tous les cytomètres  avec un intervalle de confiance 
de ± 95% en absolu  (cellule.cm-3) ou en relatif  (%). Les comptages microscopiques sont les moyennes des 
concentrations du tableau 3 (d’après Peperzak et Gollasch, 2014) 

Species

Concentration low high low high low high

At1 40 9,465 30 2,625 10 515

At2 55 10,470 40 2,505 10 80

C6 105 11,822 28 3,620 9 1,323

Ca 116 12,770 not calculated 2,914 1 56

CS1 143 11,100 43 2,670 8 266

FV not calculated not calculated not calculated not calculated not calculated not calculated

Overall average 92 ± 54 11,125 ± 1,570 35 ± 12 2,867 ± 555 8 ± 5 448 ± 650

Overall average 92 ± 58% 11,125 ± 14% 35 ± 34% 2,867 ± 19% 8 ± 59% 448 ± 145%

Microscope not counted 11,023 12 3,821 not counted 901

Mp Pmin Pbel
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Une intercomparaison de méthodes sera abordée au chapitre III sur des échantillons naturels 

de la Manche Orientale. L’utilisation de deux techniques innovantes comme la cytométrie en 

flux (CytoSense) et la fluorescence spectrale (Fluoroprobe) sera opposé à une technique 

robuste via une approche chémotaxonomique, à savoir la chromatographie liquide à haute 

performance ou HPLC couplée à la méthode d’analyse CHEMTAX.  

II. Principe élémentaire du Fluoroprobe

Lors de l’excitation avec une lumière permettant la photosynthèse, la fluorescence est 

majoritairement émise par la chlorophylle a contenue dans le photosystème II (PSII) des 

individus phytoplanctoniques (Beutler et al., 2002a). Par ailleurs, les espèces et groupes 

phytoplanctoniques sont caractérisés par des pigments photosynthétiques accessoires 

différents et ont donc des spectres de fluorescence distincts, ce qui permet de révéler la 

structure de la communauté phytoplanctonique étudiée. Ce sont ces propriétés qui ont été 

exploitées pour le développement du Fluoroprobe (bbe-Moldaenke, Kiel, Allemagne). Le 

spectre d’un mélange phytoplanctonique est enregistré et différentes classes pigmentaires 

peuvent ainsi être définies grâce à une procédure arithmétique statistique développée dans 

Beutler et al., (2002a) et Ruser et al., (1999). De nouvelles empreintes peuvent être ajoutées à 

une bibliothèque à partir de mesures in situ ou de cultures. Toutes les mesures du Fluoroprobe 

sont basées sur les caractéristiques d’excitation et d’émission de fluorescence de la 

chlorophylle a et des pigments accessoires. 

Le Fluoroprobe permet de déterminer la biomasse phytoplanctonique par groupes à partir de 

leurs spectres d’excitation de fluorescence (Beutler et al., 2002a,b). Les pigments 

phytoplanctoniques sont excités par différentes longueurs d’onde issues de 5 diodes 

d’émission de lumière (LED) et émettent différentes réponses de fluorescence.  Chaque classe 

phytoplanctonique a ainsi sa propre empreinte, qui correspond à un schéma réactionnel face à 

différentes longueurs d’ondes d’excitation (450, 525, 570, 590 and 610 nm) liée à sa 

composition pigmentaire. Afin de compenser les effets de la turbidité sur la fluorescence, une 

mesure de la transmission est faite à 370 nm, permettant de corriger automatiquement, la part 

de fluorescence due aux substances jaunes (CDOM). L’excitation des pigments accessoires 

génère de l’énergie qui est transférée  à la chlorophylle a, dont l’intensité relative de 

fluorescence est ensuite détectée à 680 nm. Une fluorescence est attribuée à un type 

spécifique de pigment accessoire, caractéristique d’un certain groupe phytoplanctonique. Le 
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Fluoroprobe est capable de distinguer 4 groupes spectraux à la fois (Figure 19) : les « algues 

bleu-vertes » ou cyanobactéries (à phycocyanine majoritaire), les « algues vertes » ou 

Chlorophytes (majoritairement), les « algues brunes » ou diatomées (Bacillariophyte), 

Haptophytes et/ou Dinophytes  et un groupe mixte correspondant aux Cryptophytes, mais 

aussi aux cyanobactéries à phycoérythrine majoritaire.  La concentration relative et totale de 

chaque groupe est alors exprimée en termes de quantité équivalente de chlorophylle a par litre 

(eq µg.dm-3). Le Fluoroprobe est un fluorimètre spectral utilisable en paillasse, sous forme de

sonde-profileur ou pour des enregistrements en continu.  

L’Algae Online Analyser (AOA) est un fluorimètre spectral spécialement conçu pour 

l’enregistrement en continu. Afin de faciliter le déploiement en mer d'un système compact de 

mesure à haute résolution intégrant l’information relative aux groupes spectraux du 

phytoplancton mais aussi aux paramètres supports à la biologie, cet appareil a été intégré par 

Alain Lefebvre au Pocket Ferry Box (4H-JENA©, www.dymaphy.eu) lors des campagnes

DYPHYMA.  

Une empreinte spécifique aux Haptophytes (Houliez et al., 2012), permettant la détection de 

Phaeocystis globosa, a été enregistrée à la place de l’empreinte constructeur dans les deux 

types de fluorimètre spectraux utilisés dans cette étude.  

Figure 19.  Les différents groupes pigmentaires détectables grâce aux différentes longueurs d’onde 
(d’après Beutler et al. 2002b) 
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III. Principe élémentaire de la Chromatographie liquide de Haute performance

Pour pallier aux inconvénients de l’approche microscopique traditionnelle, Jeffrey a suggéré 

pour la première fois l’utilisation des pigments pour l’étude taxonomique du phytoplancton en 

utilisant la chromatographie à couche mince (Jeffrey, 1961; Jeffrey, 1968). L’identification de 

nouveaux pigments à partir des souches algales isolées ont mis en évidence le rapport entre 

groupes phytoplanctoniques et pigments, ainsi chaque année la liste de nouveaux pigments 

s’allonge, permettant l’identification de nouveaux groupes (Jeffrey et al., 1997 ; Roy et al., 

2011). Il a alors été possible de définir des bio-marqueurs capables de représenter des 

catégories taxonomiques ou fonctionnelles qui soient suffisamment spécifiques et 

discriminantes d’une classe algale. Ainsi des nouveaux pigments phytoplanctoniques, parmi 

lesquels nous pouvons citer le prasinoxanthine pour les Pranisophycées (Foss et al., 1984) ou 

la divinyl-chlorophylle a pour les Prochlorophycées (Goericke et Repeta, 1993), ont pu être 

ajoutés à la liste de classes algales.  

Les échantillons d’eau de mer utilisés pour les analyses HPLC (Figure 20) sont issus des 

mêmes bouteilles Niskin que pour les analyses réalisées au cytomètre en flux et au 

Fluoroprobe. Les échantillons sont ensuite filtrés sur des filtres Whatman GF/F (diamètre 25 

mm)  puis en raison de la thermosensibilité et photosensibilité des pigments les échantillons 

sont conservés à l’abri de la lumière à -80°C jusqu'à leur analyse. Une deuxième filtration est 

alors effectuée sur des filtres UNiprep Whatman (membrane en PTFE, 0,2 µm).  L’extraction 

des pigments est effectuée de manière mécanique par une baguette en verre pendant 1 min 

dans une solution de méthanol à 95%. L’analyse de pigments a été réalisée par Nicole Degros 

(A.I. CNRS) au LOG, en utilisant un système de chromatographie liquide à haute 

performance (Beckman, RP-HPLC 126) associé à une colonne de chromatographie pour 

séparation de type C8 (Sunfire TM), selon la méthode de Zapata et al. (2000). Les pigments

séparés sont ensuite détectés optiquement par un spectromètre à barrette de diodes (Beckman, 

Model 168)  à 440 nm pour les chlorophylles et les caroténoides. Chaque pigment est identifié 

par son temps de rétention dans la colonne et son spectre d’absorption. L’appareil est calibré 

pour chaque pigment par des solutions standard commerciales : Chlorophylle a et b (Sigma-

Aldrich, Munich, Allemagne),  Chlorophylle c, fucoxanthine, echinenone, 19′-

butanoyloxyfucoxanthine, 19′-hexanoyloxyfucoxanthine, peridinine, prasinoxanthine and 

alloxanthine, produits par VKI (Water Quality Institute Denmark, commercialisées par DHI). 

La méthode CHEMTAX (Mackey et al., 1997) a été appliquée aux résultats d’HPLC par Luis 
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Lampert (Lampert, DYNECO/PELAGOS IFREMER Brest, 2014) pour mieux discriminer les 

classes phytoplanctoniques par des rapports multi-pigmentaires.  Cette méthode permet grâce 

à des analyses factorielles d’obtenir la contribution de chaque classe phytoplanctonique par 

rapport à la biomasse totale. La matrice de pigments  est factorisée en une matrice de rapports 

pigmentaires et une autre matrice d’abondance de chaque classe algale par échantillon. Une 

matrice initiale de rapports pigmentaires issus de la littérature est donnée afin de commencer 

les calculs itératifs. Il est essentiel d’ajuster au mieux les rapports initiaux  de ceux qui sont 

susceptibles d’être rencontrés dans les échantillons, donc avoir la meilleure connaissance 

possible des classes algales dominantes et leurs rapports pigmentaires. 

 

 
 
Figure 20. Schéma du système de chromatographie liquide de haute performance (HPLC) utilisé lors des 
analyses des échantillons d’eau de mer (dessin de Muriel Crovoisier, modifié) 
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IV. Paramètres physico-chimiques et biologiques 

 

 1. Température, salinité, luminosité 

 

Pour les mesures décrites dans les chapitres IV et V, les mesures de température (T ; °C), 

salinité (S) ont été réalisées in situ à l’aide d’une sonde CTD Seabird (SBE 25). La luminosité 

(PAR ; µmol.m2.s-1) a été mesurée par un capteur PAR (QSP 2300, Biospherical Instrument) 

couplé à la CTD. Le coefficient d’atténuation k a été déterminé à partir de la relation entre la 

luminosité (Ez), la luminosité de surface (E0) et la profondeur de prélèvement z(m) en 

utilisant les données de PAR : 

Ez = E0 e(-kz) 
 

Où k est la pente de régression linéaire entre ln Ez et la profondeur de prélèvement z. 

 

Lors des analyses automatisées pendant une campagne océanographique, les paramètres 

physicochimiques proviennent du Pocket FerryBox (PFB, 4H-JENA©) qui possède des 

capteurs de température (Pt : 1000) et de salinité (7-conductor cell from Sea&Sun, Germany). 

La transmission utilisée comme un proxy de la turbidité est mesurée par un capteur (C-star 

transmissometer, Wet labs) situé sur  la sonde CTD Seabird (SBE 25). 

 

 2. Sels nutritifs 

 

L’échantillonnage, la mesure et l'étalonnage de référence sont ceux exposés en détail dans 

Aminot et Kérouel (2004).  Le dosage des sels nutritifs a été réalisé (Valérie Gentilhomme, 

Muriel Crovoisier) à l’aide d’une chaîne de dosage semi-automatique Alliance® Integral 

Futura, selon les protocoles de Tréguer et Le Corre (1975). 

 

 3. Chlorophylle a 

 

L’estimation du contenu en Chlorophylle a (Chl a) est faite par fluorimétrie après extraction 

(Holm-Hansen et Booth, 1966 ; Yentsch et Menzel, 1963). Les concentrations en Chl a (μg. 

dm-3) sont déterminées d’après les équations de Lorenzen (1966). Les échantillons d’eau de 

mer (0,5 à 1 dm-3) sont filtrés sur des filtres Whatman GF/F (0,7 µm de diamètre). Les filtres 
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sont ensuite placés à l’obscurité, au congélateur à –20°C. L’extraction des pigments 

photosynthétiques s’effectue de manière mécanique avec une baguette de verre dans 4 cm-3 

d’acétone à 90%. Les broyats de filtre sont ensuite centrifugés (3000 tours min-1, à 4°C 

pendant 15 min) et le surnageant est récupéré pour lecture de la fluorescence au fluorimètre 

(Turner Designs model 10-AU). La lecture des extraits chlorophylliens s’effectue avant et 

après acidification à l’acide chlorhydrique (1%) pour évaluer à la fois la concentration en 

chlorophylle a et en phaeopigments. 

 

 4. Abondance déterminée par microscopie optique 

 

La technique employée pour déterminer la composition phytoplanctonique est le comptage au 

microscope optique inversé après sédimentation, d’après Utermöhl (1958). Des échantillons 

de 250 cm-3 ont été fixés sur le terrain avec une solution comprenant du Lugol acide 

(Throndsen, 1978). Ces échantillons ont été préservés à l’obscurité et au froid (4°C) dans 

l’attente de leur comptage après sédimentation dans des cuves de 10 à 25 cm-3 par Fernando 

Gómez (post-doctorant puis professeur invité au LOG), Camille Blondel (IFREMER), Elsa 

Breton (LOG). 
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Chapitre III : 

1-Etude du phytoplancton marin à haute 

fréquence temporelle et haute résolution 

spatiale en Manche Orientale 
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Résumé 

La distribution spatiale du phytoplancton est soumise aux forçages physiques et biologiques 

au sein des masses d’eau qui peuvent modifier les assemblages présents. Afin d’obtenir des 

informations réalistes, il est donc nécessaire d’effectuer un échantillonnage à une fréquence 

supérieure à la vitesse de déplacement des masses d’eau. Les fluorimètres spectraux, ainsi que 

les cytomètres en flux (couplés ou pas à des systèmes d’acquisition automatisée d’images) 

utilisés de manière automatisée permettent d’approcher la variabilité phytoplanctonique à 

haute fréquence.  

La première partie de ce chapitre traite de la distribution spatiale à sub-méso échelle des 

communautés phytoplanctonique en Manche Orientale observée fin Avril 2012 (campagne 

DYPHYMA – leg 2).  L’objectif de cette campagne océanographique internationale  s’insère 

dans le cadre du projet transfrontalier DYMAPHY qui avait pour but d’améliorer l’opérabilité 

et l’application de techniques semi-automatisées pour rendre compte de la dynamique à haute 

résolution spatiale du phytoplancton. L’échantillonnage haute fréquence adopté (une analyse 

toute les 10 minutes) a permis d’observer des changements brusques d’abondance  sur des 

distances très faibles,  comme au sein d’un gradient côte-large au niveau du Détroit du Pas de 

Calais ou bien au large de la ville d’Eastbourne, et d’avoir une vision synoptique de la 

composition phytoplanctonique pendant une période productive (mi-printemps). L’abondance 

mesurée par le CytoSense, sur l’ensemble du spectre de taille du phytoplancton, a permis de 

déterminer 4 assemblages (CM) dont les délimitations n’étaient pas régies par les frontières 

hydrologiques : CM1 et CM2 ont été caractérisés par une grande abondance de Phaeocystis 

globosa (58% et 79% de l'abondance totale respective, avec la domination de cellules 

haploïdes). Ces assemblages ont été principalement observés sur les côtes françaises. CM3 a 

été localisé dans les eaux du milieu de la Manche et a été caractérisé par une abondance 

élevée de picoeucayotes I (53%) et Synechococcus spp (36%). CM4 situé dans les eaux 

anglaises a également été caractérisé par l’importance des picoeukayotes I (49%) mais avec 

moins de Synechococcus spp et plus de cellules haploïdes (10%) et diploïdes de P. globosa 

(15%) que dans CM3. Ce travail est le premier spécifiquement dédié à la description 

synoptique de l’ensemble des communautés phytoplanctoniques de la couche d’eau de 

subsurface à l’échelle de la Manche Orientale et a notamment caractérisé des zones précises 

comme les estuaires picards-opale ou les eaux du milieu de la Manche.  
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La deuxième partie de ce chapitre a consisté à comparer et valider les données acquises par le 

CytoSense à  différentes méthodes d’analyse utilisées lors de la campagne DYPHYMA. Les 

résultats de cytométrie sont ainsi comparés à ceux obtenus avec des méthodes de référence 

comme la microscopie optique et l’HPLC et à d’autres méthodes in vivo et in situ  comme la 

fluorimétrie in vivo totale et l’analyse spectrale des groupes phytoplanctoniques (AOA, 

Fluroprobe). La complémentarité de ces techniques a été mise en évidence, à commencer par 

la détermination des abondances cellulaires par cytométrie en flux (très précise au niveau du 

picoplancton et du nanoplancton) et les comptages et déterminations microscopiques 

essentiellement focalisées dans le micro et le nanoplancton. L’HPLC qui permet de quantifier 

les pigments chlorophylliens montre une bonne corrélation avec les données totales de 

fluorescence rouge (signal Total FLR) du CytoSense par groupe cytométrique. Les données 

du Fluoroprobe ont été plus difficiles à analyser notamment en raison du plus faible nombre 

de mesures in situ réalisées (en raison du mauvais temps). Il est important de souligner que 

tant le Fluoroprobe que l’AOA, chez lesquels une empreinte spécifique aux Haptophytes a été 

enregistrée tendent à surestimer la contribution de P. globosa à la fluorescence totale 

(assimilable à de la chlorophylle a), au détriment des autres groupes présents.   
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a b s t r a c t

The distribution of phytoplankton (from pico-to microphytoplankton) was investigated, at single-cell
level and at high spatial resolution, during an oceanographic cruise across the eastern English Channel
(EEC) between April 27 and 29, 2012. Seawater was continuously collected from surface waters and
analysed on board at high frequency (one sample every 10 min), by using a new generation of pulse-
shape recording scanning flow cytometer (CytoSense, Cytobuoy©). A BrayeCurtis matrix analysis based
on phytoplankton composition allowed the discrimination of 4 communities. Within these communities,
abundance, cell size as well as single cell and total red fluorescence of 8 phytoplankton groups were
measured. Picoeukaryotes and Synechococcus spp cells dominated the mid Channel and most of the
English waters monitored, whereas waters off Eastbourne as well as French coastal waters (under remote
and direct estuarine influence) were characterized by the dominance of Phaeocystis globosa haploid and
diploid cells. Most of the total red fluorescence signal, which correlated with chlorophyll a concentra-
tions, was attributable to P. globosa and, to a lesser extent, to diatoms. In addition to sub-mesoscale
variation within phytoplankton communities, the single-cell features within each phytoplankton
group gave information about the physiological status of individual phytoplankton cells.

© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.
1. Introduction

Phytoplankton micro-organisms, which represent major pri-
mary producers and biogeochemical mediators, show a consider-
able degree of spatial heterogeneity and temporal variability in
coastal temperate systems (Cloern, 1996; Jacquet et al., 2002; Sosik
et al., 2003; Martin et al., 2005). The variability in phytoplankton
abundance, biomass and composition depends on nutrient con-
centrations (Niraula et al., 2007), light availability and water
turbidity (Falkowski et al., 1985), as well as on temperature (Agawin
et al., 2000), salinity (Ahel et al., 1996) and turbulence (Margalef
et al., 1979; Smayda and Reynolds, 2001). Together with biotic
onato).
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interactions such as grazing (Sautour et al., 2000; Grattepanche
et al., 2011a, b), infection processes (Suttle et al., 1990) and
competition/mutualism amongst species (Sazhin et al., 2007), these
controlling factors shape phytoplankton community structure and
succession in spatial and temporal scales. Phytoplankton moni-
toring approaches and techniques should be able to address
phytoplankton composition and abundance at high frequency, in
order to accurately account for the rate of environmental changes
which lead to micro-organism patchiness and dynamics in aquatic
systems (Cassie, 1963; Martin et al., 2005). In coastal and open
marine waters of the eastern English Channel (EEC), phytoplankton
dynamics have been investigated by applying classical techniques
as microscopy and experimentation (G�omez and Souissi, 2007;
Schapira et al., 2008; Lefebvre et al., 2011; Grattepanche et al.,
2011a, b; Hern�andez-Fari~nas et al., 2013), pigment (Brunet et al.,
1996; Breton et al., 2000) and molecular analysis (Monchy et al.,
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Fig. 1. Study area and location of the sampling stations, in the eastern English Channel
(EEC) during the DYPHYMA cruise, from April 27 to 29, 2012. The ship sailed 315 km
from “Start” to “End”, anticlockwise. The grey circled dots correspond to nutrients,
chlorophyll a and phytoplankton counts sampling stations. The grey arrows indicate
the main current direction according to the tide conditions.
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2012; Christaki et al., 2014). Inverted optical microscopy is the
reference tool to assess the community composition of major
phytoplankton groups such as diatoms and dinoflagellates and has
limitations for cells <10 mm or fragile cells that could be lost during
fixation. Pigment analysis and molecular analysis provide useful
information about broad phytoplankton pigmentary groups and
whole community diversity, respectively. All of the above tech-
niques are time consuming and cannot be applied to spatial or
temporal surveys at high resolution, nor provide real time results.
Recently, innovative techniques, such as spectral in vivo fluores-
cence, were applied in marine coastal systems, at high temporal
(Houliez et al., 2012) or spatial resolution (Houliez et al., 2013), to
follow the dynamics of up to four phytoplankton spectral
(pigmentary) groups, including the haptophyte Phaeocystis globosa.

Amongst the innovative techniques employed to monitor
phytoplankton semi-automatically, flow cytometry (FCM) is a
powerful technology to investigate micro-organisms (Dubelaar and
Jonker, 2000; Veldhuis and Kraay, 2000). FCM, by analysing single
cells at a high rate (several thousand per second), can provide rapid
quantifications of phytoplankton cells based on their fluorescence
and cell morphological properties (DuRand and Olson, 1996;
Rodriguez et al., 1998). Besides cell counting, FCM allows DNA-
RNA quantification (Yentsch et al., 1983) per cell, counting of pico-
plankton and nanoplankton, as well as species or genus-level tax-
onomical assignments (Blanchot et al., 1997; Gr�egori et al., 2001).
Compared to a conventional FCM, the CytoSense (CytoBuoy©) pulse-
shaped recording scanning flow cytometer (SFCM) provides an in
situ and in vivo automated access to phytoplankton dynamics
(Dubelaar and Jonker, 2000). It can discriminate between large
quantities of cells in a wide size range (1e800 mm), based on their
optical properties (Dubelaar et al., 1999), including size, shape, and
fluorescence derived parameters, through the recording of each-
cell's optical profile (Rutten et al., 2005; Thyssen et al., 2008a, b).

In the present study, the efficiency of the CytoSense for
resolving fine spatial phytoplankton variability was tested in
coastal and offshore surface waters of the EEC from April 27 to 29,
2012 to relate phytoplankton composition and variability to the
water mass distribution and associated physicochemical
parameters.

2. Material and methods

2.1. Sampling strategy

Sampling was conducted continuously during 54 h, from April
27 to 29, 2012, in the eastern English Channel (EEC) waters (Fig. 1),
onboard the ‘RV Côtes de la Manche’ (CNRS INSU), during the
DYPHYMA cruise. The vessel average speed was of about 5 knots.
Marine water was pumped from 2 m depth at 1 bar and brought up
to a flow stabilizer chamber continuously at a rate from 200 to
300 mL per minute. Phytoplankton single cell variables (abun-
dance, fluorescence and size) were recorded every 10 min during
9 min (1 min to stop and flush the system before starting the next
analysis). In 9 min, the boat (which travelled at a speed of 5 knots),
had crossed 1.5 km. This means that the cytometry data corre-
sponds to a mean abundance covering this distance. Temperature
and salinity were recorded every 1 min by using a “Pocket” Ferry-
Box (4H-JENA/GKSS) associated to a Temperature sensor (Pt:
1000) and a salinity sensor (7-conductor cell from Sea&Sun,
Germany).

2.2. Chlorophyll a, nutrients and turbidity

Discrete samples were taken with Niskin bottles at 15 stations
from 2m depth (Fig. 1) to analyse chlorophyll a, nutrients as well as
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for performing microscopic counts. Chlorophyll a (chl a) was esti-
mated by extractive fluorometry (Yentsch and Menzel, 1963) using
a Turner Designs fluorometer (Model 10-AU). Chl a concentration
was measured before and after acidification with HCl, according to
Lorenzen (1966). Nutrient samples (NO�

3 ,PO
3�
4 , Si(OH)4) were taken

and directly frozen on board after sampling (10 ml). Analysis was
performed using the Integral Futura autoanalyser system (Alliance
Instruments) with a detection limit of 0.04 and 0.08 mmol, for NO�

3
and PO3�

4 , respectively. CTD (Seabird SBE 25) profiles were also
carried out to measure temperature, conductivity, total fluores-
cence, as well as transmittance, as a proxy of turbidity (C-star
transmissometer, Wet labs).

2.3. Flow cytometry

Phytoplankton unfixed cells were analysed with the CytoSense
Benchtop pulse-shape recording scanning flow cytometer (SFCM,
Cytobuoy b.v., Netherlands), with a laser excitation wavelength of
488 nm, 20 mW. Single cells were characterized according to their
different optical characteristics: sideward angle scatter (SWS),
forward scatter (FWS) and red (FLR), orange (FLO) and yellow (FLY)
fluorescence. Each cell passes through the laser beam (5 mmwidth)
at a rate of 2 m s�1. The CytoSense analyses a wide range of
phytoplankton cells (from 1 mm to ~ 800 mm). Fluorescents beads of
3 mm (Cyto-Cal™) and 10 mm (Polybead®) in diameter were used
every 12 h to normalize the SFCM fluorescence and size recording.
Data recording was triggered on the red fluorescence signal (i.e.
10 mV) for 6e8 min depending on the event rate. Samples were
analysed with the Cytoclus© software and phytoplankton clusters
were manually classified. Clusters were selected by taking into
account the amplitude and the shape of the different optical sig-
nals. In addition to 5 average signal heights for forward scatter
(FWS), sideward scatter (SWS) and for three fluorescence signals:
red (FLR), orange (FLO) and yellow (FLY), some simple mathemat-
ical parameters were assigned to each signal shape: inertia, fill



Fig. 2. SFCM (CytoSense) cytograms and clusters defined in the EEC during the
DYPHYMA cruise. A. Red fluorescence area per cell (a.u.) vs FWS length per cell (a.u.)
cytogram, in which picoeukaryotes I and II, Phaeocystis globosa haploid/diploid and
diatoms are discriminated. B. Orange fluorescence area per cell (a.u.) vs SWS per cell
(a.u.) cytogram, in which cryptophytes, coccolithophores and Synechococcus spp are
discriminated.

S. Bonato et al. / Estuarine, Coastal and Shelf Science 154 (2015) 214e223216
factor, asymmetry, number of peaks, length, apparent size (FWS;
Dubelaar et al., 2004). All these values were plotted into several two
dimensional cytograms that facilitated the manual identification of
clusters of cells sharing similar optical properties. The area under
the red fluorescence curve signal per cell is related to the chloro-
phyll a fluorescence emission. Within the present study, there was
a significant correlation between total red fluorescence and chl a
concentration (n ¼ 15, r2 ¼ 0.81, p < 0.001). Total red fluorescence
per cluster and per unit of volume (TFLR cm�3) was calculated using
the red fluorescence curve per cell, and the absolute cluster con-
centrations given by the SFCM. TFLR cm�3 was used to estimate the
contribution of each cluster to the total fluorescence by summing
up the TFLR cm�3 of each cluster. Cell size was estimated using
calibration beads according to the following equations:

ðCorrection FactorÞ ¼ ðReal beads size=Measured beads sizeÞ
(1)

½Estimated Particles size ðmmÞ� ¼
ðMeasured Particles size � Correction FactorÞ

(2)

The whole size range of phytoplankton cells was calibrated us-
ing beads of 3 mm (Cyto-Cal™) and 10 mm (Polybead®).

2.4. Phytoplankton discrimination by flow cytometry

Eight clusters (Fig. 2) were determined by SFCM according to the
optical properties of cells or particles andattributed to Synechococcus
spp, two clusters of picoeukaryotes, Cryptophytes, coccolithophores,
microphytoplankton and Phaeocystis globosa haploid and diploid
cells. However, SFCM considers particles, which can be single cells as
well as colonies, which are mainly represented in the micro-
phytoplankton cluster, and somicrophytoplankton cell abundance is
underestimated. According to microscopy counting (G�omez and
Blondel, unpublished data) performed at some discrete stations
(Fig.1),microphytoplanktonwasmainly composed of diatoms (98%),
most of them in a colonial form. No significant correlationwas found
between microphytoplankton FCM and microscopic abundance
because FCM is based on particle counts. Therefore, colonies are
considered and subsequently counted as one single particle, the
same as single cells, whereas microscopic observations refer to cells,
whether they be in a colonial or a single cell form. However a sig-
nificant correlation (p<0.05; r2¼0.70)was foundbetweenP. globosa
(haploid and diploid) FCM and microscopic counts.

Diatoms showed the highest FLR and FWS signals because this
group comprises large and rich chlorophyll a cells or colonies
(Fig. 2A). According to previous SFCM studies in EEC waters and the
North Sea (Rutten, 2005; Guiselin, 2010; Houliez et al., 2012),
Phaeocystis globosa haploid and P. globosa diploid cells are charac-
terized by lower FLR and FWS signals than those of micro-
phytoplankton cells or colonies (Fig. 2A). P. globosa diploid cells
showed higher FLR and FWS signals than P. globosa haploid cells.
Picoeukaryotes were the smallest eukaryotic cells (<2 mm) and as a
consequence they also showed low FLR and FWS signals (Fig. 2A).
Picoeukaryotes I and picoeukaryotes II were differentiated from each
other based on the amplitude of their red fluorescence signal, which
was assumed to be due to more chlorophyll a content in picoeu-
karyotes II than in picoeukaryotes I. Picoeukaryotes II were also less
fluorescent and smaller than P. globosa haploid and P. globosa diploid
cells. Coccolithophores (Fig. 2B) were well characterized by flow
cytometry since, although they have the same FLR and FWS signals
as P. globosa haploid and diploid cells, their SWS signal is higher due
to their CaCO3 platelet coverings (Olson et al., 1989). The Synecho-
coccus spp cluster showed a characteristic signature with low FWS
53
because its the very small size and a peak in orange fluorescence
(FLO) caused by its high content of phycoerythrine (Fig. 2B). Cryp-
tophytes were large cells and contained high amounts of phycoer-
ythrine per cell (Olson et al., 1989), which produced higher FLO and
FWS signals than those of Synechococcus spp (Fig. 2B).
2.5. Statistical analysis

The water mass discrimination was carried out based on the
temperature and salinity data and using a T/S diagram. Phyto-
plankton data from different samples were compared using the
Plymouth routines in multivariate ecological research (PRIMER v.6)
software package (Clarke and Gorley, 2006). The BrayeCurtis
dissimilarity index was applied to test the similarities between
stations and define phytoplankton communities using the Ward
method, which consists in aggregating two clusters so that the
increment of within-inertia is minimized at each step of the algo-
rithm. The within-inertia defines the homogeneity of a cluster
(Husson et al., 2010). The package FactoMineR (Lê et al., 2008) with
software R.2.11.1 was used to apply theWardmethod. An analysis of
similarities (one-ways ANOSIM) was used to test the significance of
differences between phytoplankton communities.
3. Results

3.1. Hydrological parameters

The ship track was superimposed on the map of temperature
(Fig. 3A) and salinity (Fig. 3B). Relatively low fresh water inflow



Fig. 3. Characteristics of the different water masses defined during the DYPHYMA
cruise in the EEC. A. Surface salinity. B. Surface temperature (�C). C. Water masses
which were discriminated from the salinity vs temperature diagramm: W1 ( ), W2
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characterized the English EEC coast, whereas the influence of local
or remote estuaries indicated on Fig. 1 (the Seine (563 m3 s�1), the
Somme (35 m3 s�1), the Authie (10 m3 s�1) and the Canche
(11 m3 s�1), in annual daily flow average) was evidenced in the
French Coast of EEC and could explain the difference in salinity and
temperature observed between the French and English coastal
waters. While the highest values of salinity were measured in En-
glish coastal waters and inmid-Channel waters with a maximum of
35.30, the lowest values of salinity were located in French coastal
waters (i.e. 34.08). The lowest temperatures were measured in
English offshore waters with a minimum of 9.41 �C off Dover while
the highest temperatures were measured in coastal waters with a
maximum of 10.42 �C, close to Eastbourne (Fig. 3B). The cruise track
crossed threewatermasses labelledW1,W2 andW3 defined on the
basis of their temperature and salinity features (T/S diagram not
shown). Their average hydrological values and nutrient contents
are reported in Table 1 and their location is represented in Fig. 3C.
NO�

3 concentration varied from the detection limit up to
3.83 mmol L�1. PO3�

4 values varied from the detection limit and
0.65 mmol L�1. The highest concentrations in NO�

3 and PO3�
4 were

observed in W3, off Eastbourne. The Redfield NO�
3 /PO

3�
4 ratio

(Redfield et al., 1963) values varied between 0.25 and 30. All values
were <16 during the cruise except between Lydd and Eastbourne
within W3 where it reached values of 30. Unfortunately, Si(OH)4
analyses were discarded due to analytical problems. The highest
values of attenuation of light (transmittance) were obtained in W2
and the lowest values in W1 (Table 1).

3.2. Phytoplankton abundance and total red fluorescence

An important spatial heterogeneity in phytoplankton distribu-
tionwas observed all along the sampling area (Fig. 4A). The effect of
the time of the day during sampling, which was tested by ANOSIM,
was found not significant (p > 0.05). Phaeocystis globosa haploid
and diploid cells were the most concentrated groups in most W1
and in W2 waters, ranging between approx. 25 � 102 and
33 � 103 cells mL�1. Picoeukaryotes I and Synechococcus spp were
the most abundant phytoplankton groups in W3 waters with
average values of 62� 102 ± 49� 102 cells mL�1 for picoeukaryotes
I and 34 � 102 ± 31 �102 cells mL�1 for Synechococcus spp. W3 was
also characterized by the occurrence of other groups such as coc-
colithophores (243 ± 140 cells mL�1) and Cryptophytes
(130 ± 80 cells mL�1). Picoeukaryotes II and diatoms were more
abundant in W1 and in W2 waters than in W3 waters, with an
average abundance of about 1300 cells mL�1 and 150 cells mL�1

respectively.
The continuous recording by SFCM (Fig. 4A) revealed a sharp

change in composition and in abundance at low spatial scale. In
fact, two main peaks of total phytoplankton cell numbers were
detected in W3 waters, one near the English coast
(25 � 103 cells mL�1, ~120 km from the starting point) and one in
mid EEC waters (35 � 103 cells mL�1, ~150 km from starting point).
High total phytoplankton cell numbers were also recorded in W2
with values of 33� 103 cells mL�1 near the Canche estuary (295 km
from the starting point) as well at the transition between W1 with
W3 (40 � 103 cells mL�1, ~25 km from starting point). These
abundance peaks were mainly composed by picoeukaryotes I and
Synechococcus spp, except at 120 km from the start, where Phaeo-
cystis globosa haploid cells were more abundant than Synecho-
coccus spp and at 295 km where P. globosa haploid was the
dominant group.
( ) and W3 ( ). (For interpretation of the references to colour in this figure legend,
the reader is referred to the web version of this article.)



Table 1
Average values of transmittance, salinity, temperature and nutrients for each water
and mass defined by temperature and sali data.

Average values ± standard deviation

Transmittance
(%)

Salinity Temperature
(�C)

N03
(mmol L�1)

P04
(mmol L�1)

W1 80.60 ± 3.67 34.58 ± 0.13 9.97 ± 0.12 0.16 ± 0.26 0.29 ± 0.14
W2 73.90 ± 5.15 34.31 ± 0.09 10.18 ± 0.09 0.48 ± 0.58 0.09 ± 0.05
W3 88.90 ± 4.92 35.14 ± 0.07 10.03 ± 0.27 1.94 ± 1.80 0.35 ± 0.24
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The highest values in total red fluorescence, used as a proxy for
phytoplankton chlorophyll a content, were observed inW1 andW2
waters (Fig. 4B), with a maximum of 7 � 105 a.u. mL�1 by 240 km
from the start, and high values off the Canche estuary
(>6 � 105 a.u. mL�1). Phaeocystis globosa diploid cells and diatoms
were responsible for most of the total red fluorescence (Fig. 4B) in
all three water masses (W1, W2 and W3), except in mid-Channel
waters (150 km from the start) where picoeukaryotes I, coccoli-
thophores, Cryptophytes and Synechococcus spp represented up to
50% of the total red fluorescence. Except for some areas (e.g.
120e140 km, where P. globosa diploid fluorescence was high in
spite of their cell abundance), W3 waters were characterized by the
lowest total red fluorescence values (lower than 105 a.u. mL�1).
3.3. Phytoplankton community structure

The distribution of phytoplankton clusters was not necessarily
compliant with that of the three identifiedwatermasses. As a result
Fig. 4. Spatio-temporal phytoplankton variability measured by SFCM during the DYPHYMA c
(105 a.u. mL�1) and chlorophyll a (mg L�1) concentrations (figures). The water masses are s
covered and the time (GMT). (For interpretation of the references to colour in this figure le
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of the BrayeCurtis matrix coupled to Ward's classification method
applied to the whole continuous-recorded phytoplankton abun-
dance dataset, 4 phytoplankton communities were identified dur-
ing the transect (p < 0.05; Fig. 5). Communities CM1 and CM2 were
mainly located in French coastal and offshore waters as well as off
Eastbourne (CM1). CM3 was located in EEC offshore waters. CM4
characterized mainly the English coastal waters of the EEC, as well
as offshore French waters by the Strait of Dover. Except in French
coastal waters under direct estuarine influence, the transition be-
tween communities was sometimes sharp in relatively short dis-
tances, as measured in French coastal waters near the Strait of
Dover with all communities describe on a short spatial scale: CM2
in coastal waters, CM4 in offshore waters and CM3 in mid-Channel
waters. The patchy distribution of phytoplankton communities was
also represented, off Eastbourne, where CM1, CM4 and CM3 alter-
nated within a few kilometres, showing no evident correlationwith
the physicochemical parameters measured.

Phytoplankton communities CM1 and CM2 were characterized
(Fig. 6) by high abundance of Phaeocystis globosa (58% and 79% of
the total abundance, respectively, with the dominance of haploid
cells). Picoeukaryotes II and diatoms (to a lesser extent) were more
represented in CM2 than in CM1 (Fig. 6). CM3 was characterized by
a high contribution of picoeukayotes I (53%) and Synechococcus spp
(36%). CM4 was also characterized by picoeukayotes I (49%) but
with less Synechococcus spp and more haploid (10%) and diploid
P. globosa cells (15%) than in CM3.

Diatoms, together with Phaeocystis globosa haploid and diploid
cells contributed to most of the total red fluorescence (Fig. 4B).
Their highest values were observed in CM2 and CM1 (Table 2)
ruise. A. Phytoplankton abundance (cells mL�1). B. Phytoplankton total red fluorescence
uperimposed: W1 ( ), W2 ( ) and W3 ( ). The X-axis indicates the distance (km)
gend, the reader is referred to the web version of this article.)



Fig. 5. Location of the different phytoplankton assemblages, in the EEC, during the
DYPHYMA cruise. Each colour corresponds to a different phytoplankton community
structure by applying the BrayeCurtis dissimilarity index coupled to the Ward method
based on phytoplankton composition from CytoSense. (For interpretation of the ref-
erences to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this
article.)
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confirming the contribution of diatoms and P. globosa haploid and
diploid clusters to the total chlorophyll concentration. Within CM3,
which was characterized by the lowest total red fluorescence,
Synechococcus spp, Cryptophytes, picoeukaryotes I and coccoli-
thophores reached their highest red fluorescence values (Table 2).

Red fluorescence per cell, normalized by cell size, was also
calculated (Table 3). The aim of normalization was to avoid a size
effect. The highest values of normalized red fluorescence per cell
were not necessarily measured in the clusters representing the
highest total red fluorescence. CM3 showed the highest values of
red fluorescence per cell measured in most of the phytoplankton
groups (except for Phaeocystis globosa haploid and diploid cells).
For picoeukaryotes I, picoeukaryotes II, Synechococcus spp and di-
atoms cells, the lowest values of red fluorescence per cell were
measured within the CM2, exclusively in coastal French waters
directly influenced by estuarine inputs. On the contrary, P. globosa
haploid and diploid cells reached their highest values of normalized
red fluorescence within the CM2, which also represented
maximum abundance.
4. Discussion

4.1. Water masses and physicochemical conditions

In the present study, three waters masses were defined in the
EEC waters along the 315 km explored within the DYPHYMA cruise,
based on salinity and temperature. High salinity values were
observed within water mass W3 (Fig. 3), which should correspond
to Atlantic waters which are channelled towards the North Sea
(Quisthoudt et al., 1987), as was also stated by Salomon and Breton
(1993) and Guegueniat et al. (1995). French EEC coastal waters (W1
and W2) can be defined as a coastal ecosystem receiving large
freshwater inputs from local and remote rivers. The physical
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parameters observed during the cruise were in line with previous
studies in the eastern and central English Channel at this time of
the year (Brylinski, 1991; Napol�eon et al., 2012; Houliez et al., 2013).
French EEC coastal waters, named ‘coastal flow’ (Brylinski et al.,
1991) receive river inputs along the coast from the Bay of the
Seine up to the Cape Gris-Nez (Strait of Dover). The ‘coastal flow’ is
rich in suspended matter and macronutrients mainly brought
locally by the Somme, the Authie and the Canche rivers. In fact, the
lowest values of transmittance were found in this area, while the
highest values were located in the mid-Channel and in English
coastal waters. In order to complete our understanding of nutrient
conditions during the period of our cruise, considering that NHþ

4
could not be measured and DSi concentrations were discarded
because of analytical problems, nutrient values were retrieved from
local coastal monitoring programs. The sites off the Somme estuary
and Boulogne sur Mer (Regional Nutrients Monitoring Network,
SRN; Nzigou and Lefebvre, 2013) were sampled a week before and
after the cruise. DIN, DIP and DSi concentrations from SRN were, in
both sites,�1.2,�0.22 and�1.74 mmol L�1, respectively. All nutrient
concentrations retrieved from local monitoring networks were in
the same range than DIN and DIP measured during our cruise.
According to Lefebvre et al. (2011) in winter conditions, DIN, DIP
and DSi values usually range from 15 to 50, 3 to 4 and 10 to
4 mmol L�1, respectively, then decreasing during the rest of the year.
The nutrients conditions measured during the cruise are typically
associated with the end of a spring bloom in EEC waters (Brunet
et al., 1992; Lancelot, 1995; Lefebvre et al., 2011; Grattepanche
et al., 2011a, b; Napol�eon et al., 2012).
4.2. Phytoplankton spatial distribution

Sharp shifts in phytoplankton abundance were observed at the
sub mesoscale (1e10 km). The direct influence of the Somme
(~260 km from start) and the Canche (295 km from start) estuaries
was marked by an increase in phytoplankton abundance and total
red fluorescence (Fig. 5). In fact, phytoplankton benefited from
direct nutrient inputs from local rivers (the lowest salinities of the
cruise weremeasured in the area). In the coastal French EECwaters,
the community was mainly composed of nanophytoplankton as
Phaeocystis globosa (CM1 and CM2), whereas in English and mid
Channel waters, small-cells as picoeukaryotes and Synechococcus
spp (CM3 and CM4) where dominant in terms of abundance.
Temperature and salinity continuously measured during the cruise
could not explain alone the transitions between the different
community structures.

Previous studies at low frequency in French EEC coastal waters
(Breton et al., 2000; G�omez and Souissi, 2007; Schapira et al., 2008;
Lefebvre et al., 2011; Grattepanche et al., 2011a, b; Hern�andez-
Fari~nas et al., 2013) indicate the dominance of Phaeocystis globosa
and diatoms in terms of abundance and biomass from latewinter to
mid-late spring. Within the first leg of the DYPHYMA cruise (April
20, 2012; data not shown) an abundance of P. globosa diploid cells
of 20 � 103 cells mL�1 and P. globosa haploid cells of
9 � 103 cells mL�1 were counted by SFCM in French coastal waters.
One week later (the present study), P. globosa diploid cell abun-
dance (in the same areas and at the same scale) had dropped to
approximately 6 � 103 cells mL�1 while P. globosa haploid cells
increased up to 25 � 103 cells mL�1. This change in dominance
between the two life-forms of P. globosa coupled to the low nutrient
concentrations measured in EEC waters within both cruises indi-
cate, in agreement with previous studies (Rousseau et al., 1994;
Peperzak et al., 2000; Rousseau et al., 2007; Guiselin, 2010), the
end of a spring bloom, at least in the French coastal EEC waters
(characterized by both CM1 and CM2).



Fig. 6. Relative average contribution of phytoplankton abundance (%) from all station measured by SFCM within each phytoplankton community. CM1: Community 1. CM2:
Community 2. CM3: Community 3. CM4: Community 4.
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4.3. Water mass characterization based on phytoplankton
community structure

In reference to Cebri�an and Valiela's classification (1999), the
waters characterized by a high phytoplankton biomass peak in
spring or in summer due to high nutrient concentrations, as in
Biscayne Bay (DINmax ¼ 0.05 mg L�1, Chl a ¼ 4.8 mg Chl m3; Roman
et al., 1983) or in Newport Estuary (DINmax ¼ 0.08 mg L�1, Chl
a ¼ 9.5 mg Chl m3; Thayer, 1971), can be defined as an Enclosed
Coastal Ecosystem (ECE), whereas the waters characterized by a
Table 2
Average red fluorescence (a.u. mL�1), with its standard deviation, for each phytoplankto
their ranking values.

CM Average values (103) ± st

Diatoms

Total red fluorescence (a.u. mL�1) 1 13.27 ± 68.68b

2 122.65 ± 74.99a

3 13.02 ± 9.53b

4 8.51 ± 5.16b

Cryptophytes
1 0.72 ± 0.52c

2 0.17 ± 0.13d

3 2.74 ± 1.22a

4 0.99 ± 0.52b
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high phytoplankton biomass peak in winter or fall as in Banyuls
coast (Ibarra, 1981) could be considered as an Open Coastal
Ecosystem (OCE).

Considering nutrient, chlorophyll a and phytoplankton con-
centrations reported in the area by previous seasonal and inter-
annual studies (G�omez and Souissi, 2007; Lefebvre et al., 2011;
Hern�andez-Fari~nas et al., 2013), as well as the red fluorescence
dynamics and chlorophyll a concentrations described in the pre-
sent study, French EEC coastal waters under direct estuarine in-
fluence can indeed be defined as an Enclosed Coastal Ecosystem
n cluster, within each community structure (CM). The letters in superscript indicate

andard deviation (103)

Phaeocystis diploid Phaeocystis haploid Coccolithophores

123.35 ± 48.02b 10.58 ± 4.8a 1.01 ± 0.19b

232.99 ± 87.95a 15.17 ± 7.00a 0.73 ± 0.50b

10.42 ± 11.66c 3.74 ± 0.99d 1.51 ± 1.06a

25.28 ± 27.13c 7.56 ± 3.46c 1.70 ± 0.97a

Synechococcus spp Picoeukaryotes II Picoeukaryotes I
0.23 ± 0.08b 0.67 ± 0.28b 1.63 ± 0.66c

0.03 ± 0.05c 3.65 ± 2.11a 0.40 ± 0.30d

0.78 ± 0.52a 0.19 ± 0.22b 3.56 ± 2.64a

0.32 ± 0.17b 0.60 ± 0.45b 2.48 ± 1.36b



Table 3
Average red fluorescence per cell (a.u.) normalized by its size (with its standard deviation) for each phytoplankton group, within each community structure (CM). The letters in
superscript indicate its ranking value.

CM Average values ± standard deviation

Diatoms Phaeocystis diploid Phaeocystis haploid Coccolithophores

Red fluorescence per cell (a.u.) 1 6.12 ± 5.19b 10.11 ± 4.50b 1.21 ± 0.14b 0.94 ± 0.18a

2 3.80 ± 0.80c 15.66 ± 5.16a 1.43 ± 0.40a 0.81 ± 0.17b

3 10.25 ± 4.85a 1.76 ± 1.97c 1.20 ± 0.12b 0.90 ± 0.19a

4 9.75 ± 6.23a 2.29 ± 2.66c 1.16 ± 0.14b 0.86 ± 0.16ab

Cryptophytes Synechococcus spp Picoeukayotes II Picoeukaryotes I
1 1.19 ± 0.41c 5.10�2 ± 3.10�3b 0.85 ± 0.46ab 0.19 ± 0.09a

2 1.88 ± 1.09ab 4.10�2 ± 6.10�3c 0.80 ± 0.13b 0.17 ± 0.04b

3 1.93 ± 0.12a 6.10�2 ± 6.10�3a 0.93 ± 0.41a 0.20 ± 0.04a

4 1.60 ± 0.89b 5.10�2 ± 8.10�3b 0.86 ± 0.45ab 0.17 ± 0.05ab
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(ECE), whereas English as well as mid-Channel waters, could be
considered as an Open Coastal Ecosystem (OCE). In the English
coastal waters of the central English Channel (off Porstmouth),
previously investigated during a seasonal cycle by Napol�eon et al.
(2012), the phytoplankton biomass reached its peak between
November andMarch, earlier thanwhen observed in French coastal
waters (Guiselin, 2010; Houliez et al., 2013). In the event that CM1
and CM2 characterized an ending bloom stage within an ECE dur-
ing our DYPHYMA cruise, then CM3 and CM4 would have mainly
characterized a more advanced post-bloom stage within an OCE,
with a phytoplankton community structure mainly composed of
small cells. Different stages of the spring blooms are often domi-
nated by phytoplankton of different sizes. The traditional view is
that post-bloom periods are dominated by small cells like pico-
plankton (Riegman et al., 1993; Kiorboe, 1993). Indeed, small algae
are better competitors than larger species when the nutrient con-
centration is low (Smith and Kalff, 1982; Grover, 1989; Riegman
et al., 1993), confirming that most Eastern English Channel waters
are favourable to the occurrence and predominance of small
phytoplankton species at this specific time of the year.
4.4. The single-cell features variability

The single-cell features within each phytoplankton group, such
as fluorescence per cell, can provide information about the physi-
ological state of cells (Olson et al., 2000; Thyssen et al., 2008a,
2009). Within the CM2 community structure (characterizing
exclusively ECE in French coastal waters), Phaeocystis globosa
haploid and diploid cells showed the highest values of red fluo-
rescence (Table 3) while the lowest values were measured in CM3
and CM4 (characterizing OCE). As red fluorescence can be consid-
ered as a proxy of chlorophyll a content, then the P. globosa cellular
chlorophyll a content is probably higher in more turbid waters. The
impact of turbidity has been abundantly described for phyto-
plankton (Cloern, 1987; Quisthoudt, 1987; Behrenfeld et al., 2004).
To compensate for reduced light due to high suspended matter
concentration in coastal waters, phytoplankton cells tend to in-
crease their pigment content (MacIntyre et al., 2000; Moore et al.,
2006). The P. globosa development is limited by light availability
in French coastal waters under estuarine influence (characterized
by CM2) in comparison with offshore and mid-Channel waters
(mainly characterized by CM3 and CM4). However, the good pho-
toacclimation of P. globosa cells at low light could explain their
maintenance in this area.
5. Conclusion

The use of scanning flow cytometry as a high frequency
continuous recording system made it possible to draw a synoptic
picture of phytoplankton composition and distribution, at a single-
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cell level and high spatial resolution, in the eastern English Chan-
nel. Moreover, the device used in this study, which is designed for
phytoplankton analysis, offered the possibility for real time moni-
toring of the in situ cell size and fluorescence from pico-to micro-
phytoplantkon. Size classes and functional groups were
characterized and gathered into four community structures which
were not always ascribed to single water masses. In addition,
phytoplankton taxonomic and functional diversity needs the most
accurate and objective discrimination and classification of cyto-
metric data to avoid misinterpretations as well as incomplete
analysis and identification of clusters, which could be prevented by
using a combination of semi-automated classification tools
(Caillault et al., 2009; Malkassian et al., 2011). Finally, the accurate
assessment of phytoplankton dynamics at sub-mesoscale depends
on the possibility of addressing physicochemical, hydrological as
well as physiological features at high frequency too.
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Chapitre III : Intercomparaison de techniques d’analyses du phytoplancton marin 

I. Introduction 

Dans cette section nous proposons de comparer les résultats obtenus par cytométrie en flux 

(FCM, Cytosense, Cytobuoy) à des techniques de référence comme la microscopie optique et 

l’analyse pigmentaire par HPLC, et à des techniques innovantes d’approche in vivo et in situ 

comme la fluorimétrie spectrale (de type Fluoroprobe, AlgaeOnlineAnalyser, bbe-

Moldaenke). 

Toutes ces méthodes sont complémentaires. Si la microscopie optique reste la référence en 

termes de discrimination et de classification pour les cellules >10 µm,  elle ne permet pas de 

distinguer les espèces picoplanctoniques et est peu fiable pour ce qui est des comptages du 

nanoplancton. De plus,  la reproductibilité des résultats dépend fortement de l’expérience de 

l’opérateur et la durée et conditions requises pour l’analyse permettent difficilement de faire 

de la haute fréquence et certainement pas des estimations d’abondance en temps réel.  

Par ailleurs, chaque groupe phytoplanctonique est caractérisé par des pigments 

photosynthétiques accessoires et possède donc des spectres de fluorescence distincts, ce qui 

permet d’utiliser l’analyse pigmentaire pour révéler la structure de l’ensemble de la 

communauté phytoplanctonique étudiée. En partant de ce principe, il a alors été possible de 

définir des bio-marqueurs (pigments estimés par Chromatographie Liquide à Haute 

Performance-HPLC) capables de représenter des catégories taxonomiques ou fonctionnelles 

qui soient suffisamment spécifiques et discriminantes d’une classe algale (Jeffrey et al., 

2011).  

La fluorimétrie in vivo, totale et spectrale, permet d’acquérir rapidement un résultat quant au 

contenu en chlorophylle a et à la répartition des principaux groupes spectraux (associés aux 

groupes pigmentaires). Le niveau de précision est bien entendu différent mais permet d’avoir 

une approche taxonomique préliminaire en temps réel. Le Fluoroprobe (bbe-Moldaenke) est 

un fluorimètre spectral qui a été utilisé en mode paillase lors des campagnes DYPHYMA, 

alors que l’AOA a permis de mesurer en continu et en temps réel la fluorescence 

chlorophyllienne des cellules phytoplanctoniques.  
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II. Matériels et Méthodes

Les analyses microscopiques ont été effectuées sur des échantillons discrets (stations DPM) 

des campagnes DYPHYMA (Figure 21) lors du Leg 2, au laboratoire LOG de Wimereux et à 

l’IFREMER Centre Manche-Mer du Nord (Boulogne sur mer). Les échantillons ont été 

prélevés en sub-surface grâce à des bouteilles Niskin, puis ils ont été fixés directement sur 

place avec de la glutaraldéhyde.  

Figure 21. Localisation des stations discrètes (DPM) effectuées au cours du Leg 2 (27-29 Avril, 2012) de la 
campagne DYPHYMA (Projet INTERREG IV A « 2 Mers » DYMAPHY) 

Les prélèvements pour l’HPLC ont été également réalisés sur des échantillons discrets (DPM) 

puis analysés au laboratoire LOG de Wimereux, avec la méthode mise au point par Zapata 

(Zapata et al., 2000). Les analyses des données pigmentaires ont ensuite été réalisées par le 

laboratoire DYNECO-PELAGOS d’IFREMER (résultats détaillés dans le rapport de Lampert, 

2014) en utilisant la méthode CHEMTAX (Mackey et al., 1997 ; Matériel et Méthodes). Les 
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classes algales résolues par CHEMTAX sont : Diatomées, Dinoflagellés, Chlorophytes, 

Cyanobactéries, Cryptophytes, Coccolitophoridées et Phaeocystis sp. (Lampert, 2014).  

Les données de l’Algae Online Analyser (A.O.A., bbe Moldaenke©) sont issues de

l’enregistrement en continu effectué lors du Leg 2 de la campagne océanographique 

DYPHYMA (Chapite III-1). En complément, des profils ont été réalisés sur des stations de 

mesure (DPM, Figure 21) au moyen du Fluoroprobe (seules les données de surface sont prises 

en compte dans cette étude). 

III. Résultats - Discussion

1. Abondance cellulaire mesurée par microscopie optique et cytométrie en flux

En premier lieu, nous constatons que les abondances cellulaires sont la plupart du temps sous-

estimées par la technique microscopique, en raison de la difficulté de compter correctement 

les micro-organismes nanoplanctoniques et l’impossibilité de détecter le picoplancton 

(Synechococcus spp., picoeucaryotes). Afin d’avoir une meilleure vision des deux techniques, 

seuls Phaeocystis globosa et le microphytoplancton (assimilé à des diatomées pour ce qui est 

du CytoSense) sont conservés (Figure 22).  

Les observations obtenues par microscopie optique présentent un nombre de groupes 

taxonomiques identifiés similaires. Toutefois, le peu de données communes ainsi que des 

différences d’estimation d’abondance de certains groupes par les experts assurant les 

comptages, rendent difficile une intercomparaison exhaustive des résultats. Les comptages 

réalisés par cytométrie en flux, révèlent une dynamique cellulaire de P. globosa similaire (non 

testée statistiquement) à l’approche microscopique, et mettent en évidence des maxima 

atteints en face des estuaires picards et de la Côte d’Opale côté français (DPM 49 à 53) et des 

minimas localisés côté Anglais et dans le détroit du Pas de Calais (DPM 40 à 46).  

La microscopie optique a mis en évidence la sous-estimation des diatomées par les comptages 

cytométriques, ce qui peut être expliqué en grande partie par le fait que le cytomètre en flux 

utilisé (CytoSense) permet à la base d’estimer un  nombre de particules mais ne peut pas, avec 
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le logiciel d’exploitation fourni avec l’instrument, réaliser un  comptage des cellules au sein 

des colonies. La concentration cellulaire des espèces en colonies est ainsi sous-estimée par 

cette méthode. De plus, le CytoSense n’aura analysé que quelques cm-3 d’échantillon à un

seuil  de 10 mV, favorisant une détection préférentielle des petites particules au dépend des 

grosses particules, moins abondantes dans la colonne d’eau. Au contraire les comptages 

microscopiques qui ont concentré entre 10 et 25 cm-3,  favorisent une meilleure représentation

des grosses particules. 

Figure 22. Abondance cellulaire des groupes  phytoplanctoniques résolus par microscopie optique 
(diatomées et Phaeocystis globosa), à l’IFREMER (A), au LOG (B), et par cytométrie en flux – CytoSense 
(C) – campagne DYPHYMA – Leg 2, Manche Orientale, 27-29 avril 2012 
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2. Groupes pigmentaires déterminés par HPLC-CHEMTAX et le CytoSense 

 

Les groupes pigmentaires détectés par la méthode CHEMTAX (Figure 23A) sont 

majoritairement dominés par les diatomées et Phaeocystis sp. Lors de la campagne de fin avril 

2012, les diatomées représentaient en moyenne 25% de la chlorophylle a totale  dans les eaux 

françaises, tandis que du côté anglais elles comptaient pour 50% de la chlorophylle a totale. A 

l’inverse, Phaeocystis dominait avec 61% les eaux françaises, alors qu’il ne représentait que 

36% dans les eaux côtières anglaises. Cette forte dominance s’explique par le bloom 

printanier de Phaeocystis globosa en Manche Orientale, principalement au niveau des côtes 

françaises (mais pas exclusivement) également mis en évidence par microscopie optique. Les 

dominances moyennes des dinoflagellés n’ont pas dépassé 3%. Cependant des valeurs isolées 

supérieures à 10% sont présentes au niveau des côtes françaises à la station DPM52. Les 

Coccolithophoridés ont été répartis de façon homogène en avril avec des dominances 

moyennes d’environ 4% sur l’ensemble des zones d’études. Les Cryptophytes représentaient 

par secteur entre 1 et 5% des pigments. Les plus forts pourcentages ont été observés au large 

des côtes anglaises, où la plus forte valeur individuelle est identifiée à la station DPM43, les 

Cryptophytes contribuant pour 16% au contenu pigmentaire. Les algues vertes, probablement 

des Chlorophytes, ont été très peu représentées dans l’ensemble de la Manche Orientale (entre 

0 et 3%), seul un échantillon arbore une valeur d’environ 10% (DPM 46). A l’image des 

Chlorophytes, les Cyanobactéries étaient très minoritaires avec des dominances de l’ordre de 

1% sur l’ensemble des zones échantillonnées et avec des dominances maximales individuelles 

de  6%  (DPM 52).  

 

Il se dégage de ces résultats la nette dominance de Phaeocystis et des diatomées en cette 

période d’efflorescence printanière,  sur les côtes françaises ainsi que sur quelques stations 

des eaux anglaises. Les autres classes algales restent très minoritaires face aux diatomées et 

Phaeocystis, avec des valeurs de contribution inférieures à 10%. Il est toutefois intéressant de 

noter qu’une forte variabilité est observée par station sur les différentes classes 

phytoplanctoniques, et ce des deux cotés de la Manche Orientale.  
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Figure 23. Importance relative des groupes pigmentaires déterminés par HPLC-CHEMTAX (A) et 
spectraux déterminés par cytométrie en flux – CytoSense (B) au cours du Leg 2 - campagne DYPHYMA 
(27 au 29 avril 2012) 
 

En comparant les échantillons discrets (DPM) analysés au cytomètre en flux aux résultats 

HPLC, nous avons pu mettre en évidence des corrélations entre la fluorescence rouge par 

échantillon estimée par cytométrie et les teneurs totales en chlorophylle a estimées par HPLC 

(Tableau 5). Il est facile d’observer les mêmes tendances d’évolution de la contribution de 

chaque groupe phytoplanctonique  au sein des différentes stations. Une corrélation de rang de 

Spearman a mis en évidence une relation entre le signal Phaeocystis détecté par cytométrie et 

par HPLC (n=16 ; r= 0,60 ; p<0,01) ainsi qu’entre le signal attribué aux diatomées par les 

deux approches (n=16 ; r= 0,52 ; p<0,05).  Cette relation pourrait être encore plus forte si la 

contribution des diatomées et/ou des colonies de P. globosa, à la fluorescence rouge n’était 

pas biaisée les photomultiplicateurs qui saturent lors de l’enregistrement des signaux de 

cellules trop riches en chlorophylle a (donc à forte fluorescence rouge), entraînant une sous-

estimation de leur contribution en termes de « biomasse chlorophyllienne ». Cette sous-

estimation est renforcée par le fait que ces particules sont moins concentrées dans le milieu 
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marin et donc faiblement représentées dans un échantillon de 1,99 ± 0,60 cm-3 (volume 

moyen analysé lors du Leg 2 par le CytoSense), alors qu’une filtration de plusieurs litres pour 

les analyses HPLC a été effectuée. Il convient cependant de noter que la fluorescence rouge 

totale, représentant un proxy de l’ensemble de la chlorophylle a présente dans un échantillon, 

soutient une bonne comparaison avec l’HPLC et la mesure par chlorophylle a extraite 

(Tableau 5).  

 

Pour les autres groupes pouvant être comparés, à savoir les Cryptophytes et les 

Cyanobactéries aucune relation statistique n’a pu être établie. L’absence de significativité 

peut être due à une trop faible représentativité en termes de fluoresence rouge de ces groupes 

au sein des  échantillons, et la non détection des Chlorophytes par le CytoSense pourrait être 

due à une juxtaposition de certains groupes phytoplanctoniques au sein d’un même 

cytogramme.  

 

 

 
Fluorescence rouge 

totale (CytoSense) 

Chlorophylle a 

(HPLC) 

Chlorophylle a 

(fluorimétrie) 

Fluorescence rouge totale 

(CytoSense) 
 n=15 ; r=0,76 ; p<0,01 n=14 ; r=0,82 ; p<0,01 

Chlorophylle a (HPLC) n=15 ; r=0,76 ; p<0,01  n=13 ; r=0,90 ; p<0,01 

Chlorophylle a 

(fluorimétrie) 
n=14 ; r=0,82 ; p<0,01 n=13 ; r=0,90 ; p<0,01  

 

Tableau 5. Corrélations de rang de Spearman (test non paramétrique) entre la fluorescence rouge totale 
issue du CytoSense et les concentrations en chlorophylle a issues des analyses HPLC et fluorimétrie 
extractive. Où n est le nombre d’échantillons comparés, r est le coefficient de corrélation et  p la 
probabilité de rejeter l’hypothèse 
 

 

De plus, la méthode HPLC-CHEMTAX se base sur des matrices de rapports pigmentaires, par 

conséquent elle assume que tous les représentants de la même classe algale ont le même 

rapport pigmentaire.  Il faudrait donc s’assurer que ces rapports définis correspondent aux 

espèces dominantes de la classe considérée et donc  avoir une connaissance préliminaire de la 

composition des communautés phytoplanctoniques pour connaître leur pool pigmentaire ainsi 

que les variations de celui-ci dans des conditions différentes de lumière et de nutriments.  A 
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cet inconvénient méthodique, s’ajoute un autre biais qui est le manque de spécificité de 

certains biomarqueurs pour une classe algale, comme la fucoxanthine (diatomées, 

prymnésiophytes, chrysophytes), la zéaxanthine (cyanophytes, chlorophytes), la chlorophylle 

b (chlorophytes, prasinophytes, euglénophytes, quelques dinoflagellés). Ceci peut conduire à 

des aberrations dans l’interprétation écologique et contribuer à accentuer les différences avec 

les résultats obtenus par le CytoSense.  

 

 3. Comparaison entre l’AOA, le Fluoroprobe et le CytoSense 

 

La discrimination des différents groupes phytoplanctoniques réalisée par le CytoSense, au 

cours des trois jours de campagne (Figure 24), souligne des différences d’abondance et de 

fluorescence entre les communautés phytoplanctoniques.  

Les abondances enregistrées d’une rive à l’autre de la Manche, de même magnitude, 

correspondent à des groupes phytoplanctoniques et classes de taille différents, même si 

ponctuellement nous avons pu enregistrer des situations intermédiaires similaires de part et 

d’autre ainsi qu’au milieu de la Manche. Cette différence d’abondance s’observe aussi pour la 

fluorescence rouge totale, présentant à la fois des gradients côte-large et également un 

gradient décroissant depuis la haute Normandie vers le Pas de Calais, essentiellement dûe à 

l’importance décroissante des diatomées. Toutefois, la faible contribution des groupes 

picophytoplanctoniques, des Coccolithophoridés et des Cryptophytes, à la fluorescence rouge 

totale (excepté au milieu de la Manche) simplifie considérablement l’analyse à haute 

fréquence, où le seul suivi des diatomées et de P.globosa suffirait presque à caractériser les 

fluctuations des groupes pigmentaires dans la Manche Orientale, à cette période précise du 

cycle saisonnier. 
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Figure 24. Distribution des groupes  phytoplanctoniques enregistrés en continu, exprimés en 
concentration cellulaire et  fluorescence relative (cytométrie en flux, haut et centre) et en équivalents de 
chlorophylle a (Fluorimétrie spectrale, bas) – campagne DYPHYMA – Leg 2, Manche Orientale, 27-29 
avril 2012  
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Ce même patron de distribution est mis en évidence avec les enregistrements de fluorescence 

spectrale (A.O.A.), avec toutefois une moindre importance relative des diatomées. Les 

mesures réalisées sur des échantillons discrets par le Fluoroprobe (stations DPM) ont pu être 

également comparées aux données cytométriques (Figure 25). Les Coccolithophoridés étant 

inclus dans le groupe des Haptophytes n’ont pu être discriminés par cette technique (AOA ou 

Fluoroprobe), tout comme les chlorophycées étant donné que nous avons privilégié la 

détection de la nouvelle empreinte réalisée à partir de Phaeocystis globosa (Houliez et al., 

2012) au détriment de l’empreinte constructeur des « algues vertes ».  

 

 
 
Figure 25. Importance absolue des groupes spectraux déterminés par cytométrie en flux – CytoSense (A) 
et par fluorimétrie spectrale- Fluoroprobe (B) au cours du Leg 2 - campagne DYPHYMA (27 au 29 avril 
2012) 
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Aucune comparaison statistique n’a été possible entre la variabilité de la fluorescence 

spectrale et la fluorescence rouge issue du CytoSense. Ce résultat a deux explications 

plausibles : i) une surestimation des diatomées par le CytoSense dûe à une inclusion, dans le 

groupe cytométrique assimilé aux diatomées, de colonies de Phaeocystis globosa et/ou ii) une 

surestimation de la contribution de P. globosa à la fluorescence par l’AOA à partir d’une 

concentration « seuil » (≈ 70% de dominance de P. globosa) comme cela a pu être mis en 

évidence lors de précédents travaux et calibrage dans le cadre du projet DYMAPHY 

(www.dymaphy.eu) ainsi que les travaux de Houliez et al. (2012).  Ce deuxième point a 

entraîné des analyses se distinguant fortement du reste des estimations, avec une fluorescence 

due à  100%  à P. globosa, là où l’HPLC et le CytoSense sur les mêmes DPM trouvaient au 

minimum 5 groupes y contribuant. Malgré cela,  le Fluoroprobe reste un bon indicateur de 

biomasse totale et par groupe spectral, et son utilisation dans des conditions contrastées (P. 

globosa moins dominant, d’avantage d’échantillons) peuvent rendre compte d’une meilleure 

corrélation avec le CytoSense (voir analyse saisonnière, Houliez et al., 2012).  De plus, nous 

avons pu mettre en évidence une bonne corrélation entre les estimations par fluorimétrie 

spectrale et la chlorophylle a extraite analysée par fluorimétrie (corrélation de Spearman ; 

n=14, r=0,91, p<0,01).  

IV. Conclusion

Le suivi combiné de la distribution spatiale phytoplanctonique à haute résolution, au cours 

d’une campagne océanographique au milieu du printemps 2012, a permis d’estimer par des 

techniques complémentaires, l’abondance cellulaire  (cytométrie en flux, comptages 

microscopiques) et les changements de dominance d’un groupe phytoplanctonique par rapport 

à un autre (en termes de contribution à la concentration en chlorophylle a totale), répondant à 

des changements des conditions du milieu. En outre, malgré des tendances similaires, les 

résultats de cette étude montrent une variabilité des communautés pico- et  

nanophytoplanctonique qui est différente de celle de la communauté  

microphytoplanctonique. Cette constatation souligne l’intérêt  d'utiliser d'autres méthodes que 

l'observation microscopique pour rendre compte de la variabilité phytoplanctonique. Aussi, la 

chémotaxonomie a déjà permis d’estimer  la présence de P.globosa en faibles quantités là ou 

la microscopie ne la détectait pas (Muylaert et al., 2006). Le Fluoroprobe a lui obtenu une 

bonne corrélation entre la biomasse de P. globosa et son abondance cellulaire mesurée par 
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cytométrie sur une année d’observation en eaux littorales de la Manche orientale 

échantilonnées à une fréquence hebdomadaire (Houliez et al., 2012). Quant à la cytométrie, 

elle permet de détecter les petites particules et de mieux estimer le nanophytoplancton, de 

même que de détecter et suivre les variations d’abondance des diatomées (même si 

globalement sous-estimées) 

Les analyses pigmentaires ont permis de compléter les données de référence auxquelles les 

techniques semi-automatisées telles que la cytométrie en flux (CytoSense) et la fluorimétrie 

spectrale ont pu être comparées en termes de % représenté au sein de la concentration en 

chlorophylle a totale (proxy de biomasse phytoplanctonique). Sur une échelle spatiale, les 

deux approches (cytométrie et HPLC) montrent une image similaire. Néanmoins, la 

contribution du microphytoplancton est probablement surestimée par l'approche pigmentaire 

au détriment des autres classes de taille, puisque son calcul est basé sur l'hypothèse que les 

diatomées et les dinoflagellés ont comme marqueurs pigmentaires la fucoxanthine et la 

péridinine qui ne seraient présents que dans cette classe de taille. Mais ces deux marqueurs 

pigmentaires peuvent avoir des représentants également chez les espèces picoplanctoniques 

(Gao et al., 2003 ; Moon-van der Staay et al., 2001) et inversement certains pigments associés 

au picophytoplancton pourrait également être présent dans des espèces 

microphytoplanctoniques. Une autre étude (Eker-Develi et al., 2012) révèle la non détection 

d’E .huxleyi par analyse CHEMTAX car une autre espèce contenant le même pigment (19'-

hexanoyloxyfucoxanthin) pourrait être présente  en plus grande quantité et ainsi masqué la 

présence d’ E. huxleyi. Ainsi, l'estimation à base de pigments de la contribution de chaque 

classe de taille a quelques incertitudes dues à l'impossibilité d'attribuer certains pigments 

marqueurs à une certaine classe de taille. Pour cette raison, la cytométrie en flux pourrait 

permettre une meilleure estimation notamment, au niveau picophytoplanctonique, dans la 

mesure où il permet également la détection de petites cellules ne portant pas de pigments 

marqueurs (Wollschläger et al., 2015). Les bonnes corrélations entre la fluorecence rouge 

totale du CytoSense et des autres techniques pigmentaires, apportent une plus value à cette 

technique, qui pourrait être utilisée comme un instrument de mesure haute fréquence du proxy 

de la Chl a.  
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Toutes les méthodes utilisées lors de cette campagne sont nécessaires pour avoir un aperçu de 

la communauté de phytoplancton. Le choix des techniques utilisées devrait au final dépendre 

de la question scientifique. Pour la recherche taxonomique détaillée, la microscopie optique 

est encore la méthode de choix, mais son utilité diminue avec la taille des cellules. De plus, la 

technologie évolue rapidement, en particulier dans le domaine moléculaire dont les méthodes 

permettent de discriminer jusqu’à l’espèce les cellules picoplanctoniques. La cytométrie en 

flux automatisée peut être considérée comme très utile en raison de sa capacité à fournir un 

aperçu rapide sur la distribution de taille et des groupes pigmentaires majeurs au sein de la 

communauté.  L’approche à base de pigments comme la chémotaxonomie fournit des 

informations complètes sur la structure de la communauté au niveau de la classe. Cependant, 

la précision de l'information dépend de la connaissance préliminaire des rapports de pigments 

présents dans la région étudiée (comme l’assimilation des groupes cytométriques à des 

espèces dépend également d’une connaissance préalable des espèces présentes).  La mise en 

application à haute résolution spatio-temporelle de l’approche pigmentaire reste le point faible 

de cette technique. 

Ces techniques permettent de mieux appréhender la diversité du phytoplancton dans son 

hétérogénéité de répartition et de mieux comprendre sa variabilité dans le cadre de 

programmes de recherche. Mais elles pourraient aussi être utilisées par des organismes 

chargés de surveiller le phytoplancton et de rendre compte du bon état écologique du milieu 

marin en liaison avec les différentes directives (Directive Cadre sur l’Eau, Directive Cadre 

pour une Stratégie du Milieu marin). Cela passerait par une meilleure standardisation des 

procédures opérationnelles (initiée dans le cadre de DYMAPHY, cf. rapports actions 1, 

Annexe) pour chaque technique employée. Pour la cytométrie, cela pourrait se décliner avec 

l’emploi d’un même type de billes de calibrage, d’un même seuil de détection des particules 

(trigger level), d’un même volume analysé et surtout d’une même classification des groupes 

cytométriques.  Pour la fluorescence spectrale, l’adaptation (a posteriori) des jeux 

d’empreintes appliquées en fonction des connaissances préalables des groupes 

phytoplanctoniques suceptibles d’être présents sur la zone étudiée, et, si les conditions le 

permettent (groupe phytoplanctonique similaire dans des régions différentes), d’un même jeu 

d’empreintes, dans l’attente de pouvoir appliquer de nouveaux algorithmes aux données 

brutes (travail en cours et initié par le LISIC dans le cadre du projet DYMAPHY), permettant 

de discriminer d’avantage de groupes spectraux qu’actuellement.  
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Suivi saisonnier du phytoplancton  

sur une radiale côte-large 

en Manche Orientale 
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Résumé 

Après avoir étudié, dans le précédent chapitre, la variabilité à haute résolution spatiale du 

phytoplancton et d’en obtenir une image synoptique à l’échelle de la Manche Orientale à la fin du 

mois d’avril 2012, ce chapitre aborde, à une échelle locale, sa variabilité saisonnière le long d’un 

gradient côte-large (échantillonné à résolution kilométrique), en relation avec les variables 

environnementales.  Dans ce système côtier considéré comme méso-eutrophe, l'importance en 

termes d’abondance relative du picoplancton (47%) et du nanophytoplancton (44%) a été 

clairement établie, sur l’ensemble de la période étudiée (de février à juillet 2012). Des gradients 

spatiaux et une distribution très hétérogène du phytoplancton ont été caractérisés au cours de  

cette étude, avec notamment une diminution des diatomées, de Phaeocystis globosa haploïde, des 

Coccolithophoridés, et  d’un groupe de picophytoplancton à haute fluorescence (II) vers les eaux 

du large et a contrario, une augmentation des Synechococcus spp. Cependant, la variabilité 

temporelle, pendant les 6 mois échantillonnés, représente la majeure partie (71%) de la variabilité 

totale (masquant potentiellement la variabilité spatiale). Durant ce suivi saisonnier, il a été 

possible d’établir une succession de groupes phytoplanctoniques sur 5 périodes : i) En début du 

suivi  (fin d’hiver, Février) le milieu a été dominé (en termes d’abondance) par Synechococcus 

spp. et un groupe de picophytoplancton à faible fluorescence, ii) le début du printemps caractérisé 

par une forte abondance de Cryptophytes et Coccolithophoridés, rapidement suivie iii)  par 

l’efflorescence printanière (Avril-Mai) de P. globosa et accompagnée par l’augmentation des 

diatomées, iv) le milieu et la fin du printemps, caractérisés par le développement de petites 

espèces comme les  picoeucaryotes à forte fluorescence, v) l'été (Juin-Juillet),  structuré par les 

Synechococcus spp., picoeucaryotes à faible fluorescence, Cryptophytes et Coccolithophoridés. 

Les relations entre les variables environnementales et les assemblages phytoplanctoniques ont 

indiqué que les nutriments et le niveau d’éclairement  étaient les plus importantes variables 

structurant la transition hiver-printemps-été de la plupart des groupes de phytoplancton. Par 

exemple le développement des cellules de P. globosa semble être lié à l’augmentation de la 

lumière. Même si les variables environnementales considérées expliquent une grande partie de la 

variabilité saisonnière chez la plupart des groupes phytoplanctoniques, certains groupes 

(picoeucaryotes à faible fluorescence, Cryptophytes et Coccolithophoridés) n’étaient pas corrélés 

avec les variables environnementales mesurées à une résolution spatiale infèrieure à celles des 

données de phytoplancton. 
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Abstract 

A pulse-shape recording  flow cytometer (CytoSense©) was applied to the monitoring of changes

in phytoplankton distribution along an inshore-offshore transect across the eastern English 

Channel (EEC), on 13 occasions during the main productive period of the year. Amongst the 

eight phytoplankton groups discriminated, picophytoplankton (picoeukaryotes and 

Synechococcus spp.) and Phaeocystis globosa nanoflagellates were the main contributors to total 

phytoplankton abundance, while Diatoms-like, Coccolithophores, and Cryptophytes represented 

each one less than 5%. High spatial resolution revealed important changes on relatively short 

distances. Moreover, a general decrease of Diatoms-like, P. globosa haploid cells, 

Coccolithophores, and picoeucaryotes abundance was evidenced from inshore to offshore waters, 

associated to an increase of Synechococcus spp. abundance. Seasonal variability accounted for 

71% of phytoplankton abundance changes. Compared to previous studies in the area the 

CytoSense allowed to highlight new players during the winter-spring-summer phytoplankton 

succession: (i) high abundance of Synechococcus spp. and picoeukaryotes I in winter and of 

Synechococcus spp. also in the summer, (ii) a transient abundance peak of picoeukaryotes II, and 

(iii) high abundance of Coccolithophores and Cryptophytes during the wax of P. globosa bloom 

and in the summer. The relationships between environmental variables and phytoplankton 

assemblages indicated that nutrients and the daily light intensity were the most important 

parameters in structuring the winter-spring-summer transitions. 

Keywords: Pico-, nano-, micro-phytoplankton; Seasonal and spatial variability; Flow cytometry. 
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1. Introduction 

 

Phytoplankton microorganisms, both prokaryotic and eukaryotic, are responsible for about 45% 

of annual global photosynthesis, and their community structure plays a key role in the link 

between biogeochemical cycles (Falkowski, 1994; Falkowski et al., 1998; Gregg et al., 2003) and 

trophic web dynamics (Cloern, 1996). Therefore, it is crucial to address the general pattern of 

their temporal and spatial variability, and the factors controlling the observed changes in the 

phytoplankton community structure.  

 

Previous studies on phytoplankton composition in the mesotrophic and well-mixed coastal waters 

of the eastern English Channel (EEC), based upon microscopic counts, showed that colonial 

diatom abundance, which gradually decreases towards offshore waters (Dupont, 1980; Hédin-

Bougard, 1980), forms the bulk of phytoplankton biomass except during the spring bloom of the 

Prymnesiophyte Phaeocystis globosa (Breton et al., 2000; Gómez and Souissi, 2007; Schapira et 

al., 2008; Lamy et al., 2009; Grattepanche et al., 2011a,b; Lefebvre et al., 2011). Pigment 

signatures confirmed these results showing the dominance of P. globosa and the lower 

contribution of other taxa such as Cryptophytes, Chlorophyceae and Cyanobacteria, despite their 

occurrence throughout the year (Breton et al., 2000).  

 

Although light microscopy allows identification and enumeration of microphytoplankton and in 

particular diatoms, it has several drawbacks: (1) it makes difficult or impossible to obtain an 

accurate identification and quantification of small cells (< 5µm), (2) the requirement of fixatives 

to preserve samples may cause bias by modifying the shape and also the integrity of the naked 

organisms (e.g. Breteler, 1985; Zarauz and Irigoien, 2008). Pigment analysis by HPLC has often 

been used to complement light microscopy and to reveal the phytoplankton composition, 

especially of small sized phytoplankton groups. However, some marker pigments (e.g. 

fucoxanthin) are present in several phytoplankton classes and some classes present various 

pigment signatures, such as Prymnesiophytes (Jeffrey and Wright, 1994). Recently, molecular 

analysis made it possible to reveal the whole eukaryotic in the EEC but this innovative technique 

has the major drawback of being semi-quantitative (e.g Christaki et al., 2014). Besides, there is 

not yet the possibility of applying sequencing in studies that focus on high spatial or temporal 
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resolution and real time monitoring of phytoplankton dynamics. Compared to a conventional 

FCM, the CytoSense (CytoBuoy©) pulse-shaped recording flow cytometer (FCM) allows the 

analysis of larger volumes of water samples and can detect a larger size range of cells and/or 

colonies, from ~ 1 µm to ~ 800 µm. The CytoSense can discriminate particles on the basis of 

their optical properties (Dubelaar et al., 1999), including size, shape, and fluorescence derived 

parameters, (Rutten et al., 2005; Thyssen et al., 2008a,b). Another advantage of the CytoSense is 

its capacity for a rapid enumeration of live samples allowing the possibility of performing a 

relative high spatio-temporal resolution.  

 

Recently, the use of the CytoSense flow cytometer during a survey carried out in the EEC 

(Bonato et al., 2015) highlighted the presence of picophytoplankton in relatively high abundance 

in offshore waters, which had been overlooked in previous studies using light microscopy and/or 

pigment signatures (Breton et al., 2000). These observations were also confirmed through 

sequencing studies in the area (Christaki et al., 2014; Genitsaris et al., 2015). Moreover, this 

previous study showed that phytoplankton abundance and composition varied greatly over short 

distances as small as ~10 km in the French part compared to the English one (Bonato et al., 

2015), probably caused by a mosaic of different freshwater signatures along the French coast. 

However, no attempts have been made to relate this spatial variability to that of the major 

environmental factors driving phytoplankton variability such as nutrients and light. Finally, the 

relative magnitude of spatial variability compared to the temporal one was not evaluated.  

 

The present study aimed at complementing this recent high spatial resolution study during a short 

period of time (Bonato et al., 2015) by applying this same high spatial resolution approach on an 

ecological gradient and including the seasonal variability of phytoplankton. Important 

environmental factors driving phytoplankton variablity such as nutrients and light were also 

integrated in the present study. This was accomplished by monitoring changes in phytoplankton 

distribution along an inshore-offshore transect across the EEC, at high spatial resolution, and on 

13 occasions during a winter to summer transition including the phytoplankton spring bloom 

period. Finally, multivariate statistical analysis was used in order to relate the main 

environmental parameters (temperature, salinity, daily light intensity and nutrients availability) 

and phytoplankton spatial and seasonal variability. 
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2. Material and methods 

 

 2.1. Sampling strategy and physico-chemical variables 

 

Subsurface seawater (-2 m) samples were collected for FCM analysis, using a 8 dm3 Niskin bottle 

onboard the “Sepia II” Station Research Vessel (CNRS INSU) on 13 occasions from February to 

July 2012, along an inshore-offshore transect of a total length of ~10 km, at high spatial 

resolution (9 samples; Fig. 1). Sea surface Temperature (SST, °C), and salinity (SSS) were 

measured at a depth of 2 m with a CTD Seabird probe (SBE 19) equipped with a PAR sensor 

(QSP 2300, Biospherical Instrument). The diffuse attenuation coefficient for downwelling 

irradiance (k, m-1) was assessed from instantaneous vertical CTD profiles. The average 

subsurface daily light intensity (I, E m-2 d-1) experienced by phytoplankton (over the last 6 days 

before the cruises) was estimated using the formula of Riley (1957):  

kz
eII

kz)1(0


   (1) 

With z corresponding to the depth where phytoplankton was collected (z=2 m), and I0, the daily 

incident light estimated from global solar radiation (GSR, W m-2) measured continuously with a 

time step of 5 min with a solar radiation sensor (Vantage Pro, Davis) mounted on the roof of our 

laboratory bordering the seashore, by the sampling area. Before calculating the coefficient, GSR 

was converted to PAR by assuming PAR being 50% of GSR and by considering 1 W m-2 = 0.36 

E m-2 d-1 (Morel and Smith, 1974).   

 

In addition, seawater samples for nutrient (silicate [DSi], phosphate [DIP], and nitrate + nitrite 

[DIN]) analysis were collected only at 5 stations over 9 (S1, S3, S5, S7 and S9). Nutrient 

concentrations (µM) were assessed according to the methodologies outlined in Aminot and 

Kérouel (2004), using the Integral Futura autoanalyser system (Alliance Instruments). 
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Figure 1. Map of the study area showing the location of the 9 sampling stations in the eastern English Channel 
(Saint Jean Bay, near the Strait of Dover) 
 

2.2. Flow cytometry analysis 

 

Single samples per station were taken at one depth only (about -2 m) and were stored in an 

icebox in the dark until they were taken back to the laboratory for analysis 2.5 hours from the 

first sampling. Then, they were analysed with a CytoSense pulse-shape recording flow cytometer 

(FCM; Cytobuoy© b.v., Netherlands). Before being analysed, the samples were stored at 4°C. 

Single-cells and colonies were analysed through a laser beam (excitation wavelength of 488 nm, 

50 mV). A sheath fluid was used to separate, align and drive the particles to the laser. The sheath 

flow rate was 80 cm3 min-1.  Two different runs were performed sequentially on each sample: one 

at low red fluorescence trigger level (i.e. 10 mV, just over the baseline fluorescence noise) during 

a short time analysis (i.e. around 4 min) for detecting pico- and nano-phytoplankton, and another 

one at high trigger level (i.e 25 mV) during a longer time (i.e. around 8 min) to detect the larger 

and less numerical dominant species containing high amounts of chlorophyll a, i.e. diatom cells 

and colonies. The mean volume analyzed using the high FLR trigger level (25mV) was 3.9 ± 0.99 

cm3 and for low FLR trigger level (10mV) was 1.22 ± 0.33 cm3. The version of this CytoSense 

was equipped with one optional module of “High Sensitivity” photomultiplier tubes, which made 
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it possible to differentiate and provide reliable picophytoplantkon counts. The stability of the 

optical unit and the size calibration were checked using Fluorescents beads (Polybead®) of 10 µm 

in diameter added to the sample.  

 

Samples were analysed with the Cytoclus© software, and phytoplankton clusters were manually 

classified. Clusters were selected by taking into account the amplitude and the shape of the five 

optical signals characterising each particle: forward scatter (FWS), sideward scatter (SWS) and 

three fluorescence signals collected by the photomultiplier tubes (red [FLR, 668-734 nm], orange 

[FLO, 601-668 nm] and yellow [FLY, 536-601]). FWS was collected by a PIN photodiode. 

Mathematical variables were assigned to each signal shape: inertia, fill factor, asymmetry, 

number of peaks, length, and apparent size. All these values were plotted into several two-

dimensional cytograms of retrieved information from the 5 pulse shapes obtained for each single 

cell, mainly the integral (total signal) and the peak of the pulse shape signal (maximum height). 

 The Diatoms-like group showed the highest FLR and FWS signals because this group comprises 

large and rich in chlorophyll a cells and/or colonies (Fig. 2A, 2D). According to previous FCM 

studies in EEC waters and in the North Sea (Rutten, 2005; Guiselin, 2010), P. globosa haploid 

and diploid cells are characterized by lower FLR and FWS signals than those of diatom cells 

and/or colonies (Fig. 2A, 2D). P. globosa diploid cells showed higher FLR and FWS signals than 

P. globosa haploid cells (Fig. 2B, 2D). Picoeukaryotes (<2 μm) showed low FLR and FWS 

signals, resulting from their minute size (Fig. 2A, 2D). Picoeukaryotes I and picoeukaryotes II 

were differentiated from each other based on the amplitude of their red fluorescence signal, 

which was assumed to be due to a higher chlorophyll a content in picoeukaryotes II than in 

picoeukaryotes I. Picoeukaryotes II were also less fluorescent and smaller than P. globosa haploid 

and diploid cells. Although Coccolithophores (Fig. 2D) have the same FLR and FWS signals as 

P. globosa haploid and diploid cells, their SWS signal is higher (Fig. 2C) due to their CaCO3 

platelet coverings (Olson et al., 1989). The Synechococcus spp., cluster showed a characteristic 

signature with low FWS because of their minute size and a significant peak in orange 

fluorescence (FLO) caused by their high phycoerythrin content (Fig. 2A, 2C). The larger size of 

Cryptophytes allowed distinguishing them from Synechococcus spp., resulting in higher FLO and 

FWS signals (Olson et al., 1989) (Fig. 2A, 2C). 
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Figure 2. Main cytograms allowing the discrimination of the various phytoplankton groups (Phaeocystis globosa haploid and diploid cells, 
picoeukaryotes I and II, Cryptophytes, Coccolithophores, Diatoms-like and Synechococcus spp.,) occurring from February to July 2012 in subsurface 
waters of the eastern English Channel. (A) Cytogram of Total red fluorescence [Total FLR (a.u.)] vs. Total orange fluorescence [Total FLO (a.u.)]. (B) 
Cytogram representing the ratio Total yellow fluorescence/Total FLR [Total FLY (a.u.)/Total FLR (a.u.)] vs. the ratio [Total FLO (a.u.)/Total FLR 
(a.u.)]. (C) Cytogram of Maximum side scatter [Maximum SWS (a.u.)] vs. Total FLO (a.u.). (D) Cytogram of Total FLR (a.u.) vs. Total forward scatter 
[Total FWS (a.u.)]. (a.u) corresponding to arbitrary units 
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2.3. Data analysis 

 

Prior to the statistical analysis, the abundance of each phytoplankton cluster identified by flow 

cytometry, as well as the environmental variables, were log (x+1) transformed to minimize the 

influence of high values and to ensure a normal distribution (Legendre and Legendre 1998). To 

depict the spatial variability trends of all phytoplankton clusters throughout the whole study 

period, a between-class principal component analysis (Table I, Doledec and Chessel, 1987) was 

performed on a matrix crossing 9 classes (i.e sampling stations) and the eight phytoplankton 

clusters. In addition, in order to estimate the relative importance of the spatial versus the seasonal 

effect in the total variability of phytoplankton abundance, a between-date PCA was also 

computed. In the case of spatial variability, this discriminating method seeks for axes, which will 

separate as best as possible the centre of gravity of each station, by focusing on the between-

station differences. In addition, in order to have in view the temporal variability at each station, 

the original data of each sampling date was projected as supplementary rows around the center of 

gravity of each station. The statistical significance of spatial and seasonal effect in the overall 

abundance of phytoplankton clusters was separately tested using Monte Carlo permutation 

procedure (Manly, 1997) with 1000 permutations.  

 

To depict the common seasonal structure of phytoplankton assemblages among zones, a Partial 

Triadic Analysis (PTA, Thioulouse and Chessel, 1987) was performed on covariance PCA of the 

phytoplankton abundance tables (Table I). By performing simultaneous principal component 

analyses (PCA) of several data tables Xk (k=1,2,3,…i.e. zones) with same variables (i.e. 

phytoplankton cluster abundances) and same individuals (i.e. sampling dates), this multi-table 

method of the STATIS family (Lavit et al. 1994) allows finding a common structure Y of these 

tables (named as “compromise”). This average matrix is built so that 
k

kkXaY
1

, with αk 

weights chosen so that 1
1

2 
k

k  and searching to maximize the average covariance among each 

pair of matrices Xk. Then, the synthetic matrix Y is analysed by PCA, and the rows and columns 

of each matrix Xk are projected as supplementary individuals and supplementary variables, 

respectively. In practice, the weights give the contribution of each zone to the building of the 
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Table I : List of the descriptive multivariate methods used in this study 
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compromise. Accordingly, a zone with a lower αk than other ones means a relative lower 

similarity compared to others, and therefore a lower contribution of this zone to the building of 

the compromise. In addition, the accuracy of the compromise is assessed by the cos2 between 

each matrix zone and the compromise, which allows appreciating its quality. Hence, cos2 

expresses the degree of representation of the seasonal structure of each zone on the compromise. 

To ascertain distinct phytoplankton assemblages, an ascendant hierarchical classification (AHC) 

with Ward’s aggregation criterion was built from the two first component coordinates of the 

compromise. Before, an “inter-structure” analysis allowed studying the similarity between zones 

in the seasonal variability of phytoplankton taxa, and depicting differences between zones, 

respectively.  

 

Finally, in order to investigate the coupling between phytoplankton assemblages and 

environment, a co-inertia analysis (Dolédec and Chessel, 1994, Dray et al. 2003) was performed 

(Table I). This multivariate method consists in finding co-inertia axes by maximizing covariance, 

between rows coordinates of environment and phytoplankton matrices. It is a general and flexible 

descriptive method allowing the analysis of different types of data tables with any analytical 

method (PCA, CA, MCA…), and with no restriction on the number of variables (Dray et al. 

2003). In our case, a PCA-PCA co-inertia analysis was performed, which is closely related to the 

“classical” RDA. Although the former is a symmetric method (consequently, a descriptive 

approach) based on partial least-squares regression, the last one is an asymmetric one 

(consequently, a predictive approach) based on multiple regressions, results are often similar 

(Dray et al. 2003). To estimate the strength of the coupling between the two tables, a 

multidimensional correlation coefficient (RV) was calculated, and the statistical significance was 

tested using the Monte Carlo permutation procedure with 1000 permutations. All statistical 

analyses were carried out with the “ade4” software (Chessel et al., 2004, Dray et al., 2007). 

Statistical significance was set at p < 0.05. 
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3. Results

3.1. Environmental conditions 

The range of different environmental conditions recorded during the study is reported in Fig. 3. 

Values of environmental parameters (Fig. 3) were within the range of those usually recorded in 

English Channel waters (Napoléon et al., 2012; Houliez et al., 2013). For example, SST, k 

(attenuation coefficient, data not shown) and DIN (nitrate + nitrite), were in the ranges 5.82-

17.11°C, 0.16-1.1 m-1 and 0.02-13.54 µM, respectively. Accordingly, SST and daily light

intensity values progressively increased towards the end of the time-series, while DIN, DSi and 

DIP values peaked in February, and thereafter decreased by late winter and early spring. More 

specifically, DSi and DIN became exhausted (DSi < 2 µM and DIN < 1 µM) at mid-March and at 

the end of April, respectively. DIP showed maximum values recorded in early February, and 

became depleted at the end of February (< 0.5 µM). Spatially, SSS and daily light intensity, 

exhibited a more or less pronounced coastal-offshore gradient with the highest and lowest values 

recorded in offshore and inshore waters, respectively, resulting from the influence of several river 

discharges into the coastal zone, enhancing particulate matter resuspension at the lower zone and 

inducing a higher influence of particulate matter resuspension at the shallower-depth inshore 

stations, especially in mid spring. 
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Figure 3. Spatio-temporal distribution of (A) Sea Surface Temperature - SST, (B) Sea Surface Salinity - 
SSS, (C) daily light level, (D) DIN (Nitrates+Nitrites) concentrations, (E) DIP concentrations, and (F) DSi 
concentrations, from February to July 2012 in subsurface waters of the eastern English Channel 
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3.2. Phytoplankton composition, spatial and temporal patterns  

 

In the EEC, between February and July 2012, the eight identified phytoplankton clusters were 

present at all dates and stations. Picophytoplankton clusters (Fig. 4), including Synechococcus 

spp., and picoeukaryotes I and II, were the dominant groups over the whole sampling period, 

contributing, on average, up to 47% of total phytoplankton abundance determined by flow 

cytometry. The haploid and diploid stages of P. globosa were the next most abundant clusters, 

representing, on average, about 44 % of the phytoplankton abundance. Diatoms-like, 

Cryptophytes and Coccolithophores accounted for less than 5% on average.   

 

An important spatial variability in phytoplankton distribution was observed all along the 

sampling area (Fig. 4). The high spatial resolution recorded by the flow cytometry revealed 

large changes in relatively short distances. Synechococcus spp. abundance was high along the 

studied transect in February with an abundance maximum of 6.2 103 cells cm3 at S9.  

Moreover, high abundances were detected mainly in offshore waters, especially in summer. 

Picoeukaryote I (max. 7 103 cells cm3, S8) and Cryptophytes (max. 3.9 102 cells cm3, S2) 

were more abundant in offshore waters before the P. globosa bloom while their distribution 

became more homogeneous over the whole transect during the  P. globosa bloom. The 

Coccolithophores maximum abundance (up to 8.5 102 cells cm3) was registered along the 

transect on April 06, whereas at all the other dates, Coccolithophores were more abundant in 

inshore waters. Finally, picoeukaryotes II showed maximum abundance at S6 at the end of 

March (7 103 cells cm3) as well as at coastal stations at the end of April during the wax and 

wane of the P. globosa spring bloom, respectively. However, picoeukaryotes II seemed to be 

the dominant group in May when the others groups were less concentrated. Diatoms-like were 

mostly represented in inshore waters in particular during spring, when they reached their 

maximum values (14.3 102 cells cm3, at the station S3). P. globosa haploid cells were present 

in February-March and were more abundant than P. globosa diploid cells as they reached a 

maximum of 14.7 103 cells (S3, April 27). On the contrary, P. globosa diploid abundance was 

lowest in early April, followed by a sharp increase to reach its highest value (11.8 103 cm3) in 

inshore waters (S3), and decreased again sharply thereafter to practically became undetectable 

by late spring and summer.    
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Figure 4. Spatio-temporal abundance (cells cm3) of (A) Synechococcus spp., (B) picoeukaryotes I, (C) 
picoeukaryotes II, (D) Diatoms-like, (E) Phaeocystis globosa haploid, (F) Phaeocystis globosa diploid,  (G) 
Cryptophytes,  and (H) Coccolithophores,  from February to July 2012 in subsurface waters of the eastern 
English Channel 
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The permutation test carried out on the between-station analysis showed a significant 

difference in the spatial distribution of phytoplankton assemblages (p<0.0001). This spatial 

variability contributed only to 21% of the total data variability in phytoplankton abundance 

data during the period studied. The first and second axis of the between-station analysis 

explained 75 and 9% of the total data variability (Fig.5A). The first axis showed 

Synechococcus spp. abundance increasing gradually towards offshore, while Diatoms-like, 

Coccolithophores, picoeucaryotes II and, to a lesser extent, the haploid stage of P. globosa 

abundance, decreased (Fig.5A, 5B). Cryptophytes and picoeukaryotes I groups presented also 

on some occasions an offshore-inshore gradient depending on the season and thus, it was not 

significant for all the sampling period. Distinct phytoplankton assemblages were highlighted 

relatively to the station’s position by the HAC with Ward’s method, discriminating stations 

S1, S2, and S3; stations S4, S5, and S6; and stations S7, S8, and S9 (Fig.5B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5. Between-station PCA analysis of phytoplankton assemblages. A. Projection of the variables on 
the first factorial plane explaining 84% of the total inertia. B. Projection of the sampling stations. Note the 
different scales. Dark and light grey, and colorless symbols correspond to the three groups of stations 
revealed by the HAC with Ward’ method of the station coordinates onto the factorial map 

 

The HAC with Ward’s method of the phytoplankton cluster coordinates projected onto the 

factorial map allowed distinguishing five phytoplankton groups, all contributing significantly 

to the seasonal structure: (1) Cryptophytes and Coccolithophores, on the lower side of the 
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second axis, whose abundance contributed the most in early April  and early July; (2) the 

haploid and diploid stage of P. globosa on the left side of the first axis, which dominated  

phytoplankton abundance in April, just after Cryptophytes and Coccolithophores early spring 

maximum ; (3) Diatoms-like both on the left side of the first axis and on the upper side of the 

second axis, showing  the highest abundance contribution in late April; (4) picoeukaryotes II 

on the upper side of the second axis which were the major contributors to the phytoplankton 

abundance in May; and (5) Synechococcus spp. and picoeukaryotes I, on the right side of the 

first axis, whose  abundance was dominant in February and also in June-July (mainly for 

Synechococcus spp.).  

 

3.3. Relationships between environmental variables and phytoplankton assemblages 

 

Picoeukaryotes I and Synechococcus spp. abundance increased from February to March when 

relatively low light intensity prevailed but DIN and DIP showed high concentration (Fig. 3), 

and in July when DIN and DIP were depleted (<1 and 0.1 µM, respectively) but light intensity 

showed high levels. Moreover, Coccolithophores, Cryptophytes and P. globosa abundance 

increased soon after the start of the DSi depletion and, for the first two groups, also in early 

July, when all nutrients were depleted and light was relatively high. Co-inertia analysis (Fig. 

6B) revealed a significant coupling (p<0.001, RV=0.27) between phytoplankton groups and 

environmental variables. Accordingly, the first two axes were clearly dominant and both 

explained 93 % of the total variance. The results of this analysis indicated that DIN, DSi, DIP 

and daily light intensity (I) were the most important variables in structuring the winter to 

summer transition of phytoplankton groups.  Moreover, the relative central position on the 

factorial map of both picoeukaryotes I, Cryptophytes, and Coccolithophores, indicated that 

none of the environmental variables used in this analysis could explain significantly their 

seasonal variations. The two P. globosa groups were associated with waters showing 

relatively low DSi, DIN and DIP concentrations and high daily light intensity (Fig.6B), while 

Synechococcus spp. was associated with low light intensity and high DIP, DSi and DIN 

concentrations. It should be noted that, the diploid stage of P. globosa seemed to be 

associated with DSi depletion, whereas the haploid stage of P. globosa was associated with 

DIN and DIP depletion. Finally, the picoeukaryote II and Diatoms-like groups were related to 

relatively high SST and low SSS values. 
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Figure 6. Seasonal variations in phytoplankton assemblages recorded between February and July 2012 
along the eastern English Channel. (A). Projections of phytoplankton groups, and all the zones (grey 
square) and days barycentre (grey circle) on the two first axes with eigenvalues of the inter-structure 
analysis. (B) Co-inertia analysis performed on the environmental variables and the phytoplankton groups 
abundance 
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4. Discussion

Although the sampling was limited to a single surface water sample and FCM provided only 

broad taxonomic resolution of major cytometric groups, this study allowed us to improve our 

knowledge on the occurrence and spatio-temporal distribution of the main phytoplankton 

groups inhabiting coastal waters of the eastern English Channel (EEC) and highlighted new 

players during the winter-spring-summer phytoplankton succession. Previous studies in 

coastal and open marine waters of EEC, focused on microplankton abundance by applying 

conventional microscopy (Gómez and Souissi, 2007; Schapira et al., 2008; Lefebvre et al., 

2011; Grattepanche et al., 2011a, b; Hernández-Fariñas et al., 2013), and pigment analysis  

(Brunet et al., 1996; Breton et al. 2000). The FCM made it possible to refine the abundance 

assessment of Cryptophytes in this area, which was on  average one order of magnitude 

higher than when assessed by inverted microscopy (data not shown) due probably to fixatives, 

which may deteriorate their membranes (Klaveness, 1985). 

The present study revealed that picophytoplankton dominated numerically at all dates and 

stations considered, except during the P. globosa spring bloom, when the abundance of the 

smallest cells dropped by a factor of two, resulting mainly from the decline of both 

picoeucaryotes I and Synechococcus spp. These two picophytoplankton groups exhibited 

similar variations, with abundance maxima in February and July. Abundance maxima of 

Synechococcus spp. were similar to those found in coastal waters of the adjacent western 

English Channel (Not et al., 2004) and in the German Bight (Knefelkamp, 2009). Moreover, 

their decline during the Phaeocystis bloom was also observed in Norwegian coastal waters 

(Larsen et al., 2004). The ubiquity of Synechococcus spp. during our study, confirms the 

ability of this genus to adapt to variable environments, resulting from its ability to (1) saturate 

both photosynthesis and growth at very low light level (Morris and Grover, 1991; Stockner, 

1988) and (2) outcompete larger cells for nutrient uptake (Reynolds, 1984) due to its high 

surface:volume ratio reducing the “package effect” (Finkel et al., 2001), and increasing 

nutrient diffusion (Raven, 1998), compared to larger cells. Moreover, Synechococcus spp. 

have the capacity to use dissolved organic nitrogen and phosphorus to grow when DIN and 

DIP are depleted (Glibert et al., 2004). All these characteristics may explain why 

Synechococcus spp. and also picoeukaryotes I, have maintained relatively high abundances in 

conditions of low light intensity in February and/or DIN and DIP depletion in July. In general, 

during the whole sampling period, these phytoplankton groups were more concentrated where 
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the light intensity and salinity were the highest, leading to the inshore-offshore observed 

gradient.  Although such a large amount of variability can be attributed to light levels and 

nutrient concentrations it is worthy to note that the environmental variables considered here 

cannot be the only explanatory factors. Hence, other factors such as sedimentation (Brussard 

et al., 1995), turbulence (Huisman et al., 2004), as well as biotic interactions amongst co-

occurring taxa could be the main structural drivers of temporal assemblages in the EEC 

(Genitsaris et al., 2015). 

 

Picoeukaryotes II exhibited different temporal and spatial abundance variations compared to 

Synechococcus spp. and picoeukaryotes I, with a first abundance maxima at the end of March 

and then from the end of April to late May. The end of March was marked by the well-

documented DIN depletion and increase in NH4
+ concentration (Gentilhomme and Lizon, 

1998; Tungaraza et al., 2003) triggering an intense microbial food web (Becquevort et al., 

1998; Lamy et al., 2006). Picoeukaryotes II were related to the seasonal increase in SST and 

decrease in SSS (Fig. 6B), but the NH4
+ pulse (not measured but probable) may have given 

advantage to this picophytoplankton group.  

 

The abundance of Diatoms-like (7 - 809 cells cm3) and P. globosa (up to 1.7 104 cells cm3) 

were within the range of values previously reported on this coastal area (Grattepanche et al., 

2011a, b; Lefebvre et al., 2011; Hernández Fariñas et al., 2013). It should be noted, however, 

that flow cytometry tends to underestimate the abundance of chain- or colony-forming taxa, 

such as diatoms and P. globosa because: (1) each particle is counted as an entity, whether it is 

a single cell or a colony embedding several thousands of cells (i.e. P. globosa colonies), and 

(2) the upper particle size limit of  ~800 µm prevents counting the large P. globosa colonies, 

which may reach several mm (Schoemann et al., 2005), but also large chain-forming diatoms. 

Nevertheless, a recurrent seasonal succession of Diatoms-like and P. globosa was detected to 

a certain extent, as in previous studies using inverted microscopy (Hédin-Bougard, 1980; 

Breton et al., 2000; Lamy et al., 2009; Guiselin, 2010; Grattepanche et al., 2011a; Hernández 

Fariñas et al., 2013). The Diatoms-like presented an inshore-offshore decreasing gradient of 

abundance. The positive relation to SST and negative relation to SSS highlighted that cell 

abundance was sustained by fluctuating riverine inputs and probable nutrient regeneration 

(Brunet et al., 1996).  
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The Prymnesiophyte P. globosa represented the second main component of phytoplankton 

during this study. Previous studies in temperate systems considered that Phaeocystis spp. 

develop blooms only once DSi has been depleted (e.g. Egge and Aksnes, 1992; Rousseau et 

al., 2002). In our study, P. globosa spring bloom developed two weeks after the start of DSi 

limitation (DSi < 2 µM). The light intensity of about 26 Em-2d-1 measured during this period

was close to the threshold value observed by Peperzak (36 Em-2 d-1, 1993). However, the

present study showed also that even a light intensity as low as 4 E m-2 day-1 may sustain

“seeds” of Phaeocystis populations in winter. This is congruent with Moisan and Mitchell 

(1999), who highlighted the ability of the genus Phaeocystis to develop at low light intensity. 

The haploid-diploid-haploid successions observed in the present study are in accordance with 

the previous studies on the P. globosa life cycle (Rousseau et al., 1994; Peperzak et al., 2000; 

Rousseau et al., 2007). Even though their abundances represented a minor part of 

phytoplankton except in spring, their biomass contributions (data not shown) were much more 

important (Breton et al., 2000; Bonato et al., 2015) and the small increase in Diatoms-like 

abundance in winter was certainly at the origin of the DSi depletion (Egge and Aksnes 992). 

The maximum Coccolithophore abundance recorded during this study was similar to that 

found in adjacent areas of the North Sea (Tyrrell and Merico, 2004). Cryptophytes and 

Coccolithophores followed similar temporal trends, with an abundance peak in April over the 

whole transect, and at the end of June in inshore waters. Although the environmental variables 

measured in this study could not explain their variations, their first abundance peak period 

clearly started one week after the DSi limitation. There is a typical “lag time” that is 

associated with a perturbation (like increasing nutrients) and a response from the community.  

For example, if nutrients are high at a given sampling event it may be days later before there 

is an observed increase in autotroph abundance as these nutrients are converted into biomass.  

This observation is congruent with the conclusion of the review of Tyrrell and Merico (2004), 

who considered a low DSi level as the main environmental factor favouring the bloom 

development of Coccolithophores. The ecology of Cryptophytes is overall poorly documented 

because these delicate flagellates are often difficult to identify by optical microscopy and/or 

lost because of fixation. Nevertheless, previous studies have shown Cryptophytes being 

associated with high DIN (Höglander et al., 2013; Mendes et al., 2013) and DIP levels 

(Levine et al., 1997). They are also considered to be well adapted to low light intensity thanks 

to their particular light harvesting complexes (Hammer et al., 2002; Houliez et al., 2013), and 

their capacity to uptake dissolved organic carbon to counteract low light conditions (Hammer 
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et al., 2002; Marshall et al., 2002). Our study suggested that DSi limitation could be a 

supplementary triggering factor for the Cryptophytes and Coccolithophores development. 

 

 

5. Conclusion 

 

The present study clarified some of the processes structuring the spatial and temporal 

phytoplankton distributions in a coastal ecosystem under the influence of river discharges. 

The high spatial resolution recorded by the flow cytometry revealed large changes on 

relatively short distances and revealed an inshore-offshore gradient of phytoplankton 

abundance sustained by fluctuating riverine inputs and probable nutrient regeneration (Brunet 

et al., 1996). The temporal changes in phytoplankton abundance fell into five distinct seasonal 

patterns: i) the winter, with Synechococcus spp. and picoeukaryotes  as dominant groups 

[these small cells can grow even under limited resources (nutrients and light), their 

morphology providing a high surface:volume ratio, enabling rapid nutrient exchange through 

the cell surface (Reynolds, 1984)], ii)  the early spring, characterized by high abundances of 

Cryptophytes and Coccolithophores, rapidly followed by iii) the bloom of P. globosa coupled 

to the increase of Diatoms-like from mid to late April, iv) mid to late spring, when the low 

nutrient concentrations support the development of small cells as picoeukaryotes II, v) the 

summer, characterized by the dominance of Synechococcus spp., picoeukaryotes I, 

Cryptophytes and Coccolithophores as main structuring phytoplankton groups. Even though 

the environmental variables considered explained a significant part of the seasonal abundance 

variation of most phytoplankton groups, some of the groups were not correlated with the 

environmental variables, measured at a lower spatial resolution than phytoplankton data. The 

incorporation of functional traits -such as size, pigments, biomass and photosynthetic 

features- in the analysis of future phytoplankton studies at high spatial and/or temporal 

resolution,  could lead to a comprehensive interpretation of abundance data into a broader 

ecological perspective.  
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Résumé 

Ce chapitre relate les différents résultats observés sur la pertinence d'une approche fondée sur 

les traits fonctionnels afin d’expliquer les fluctuations temporelles des assemblages de 

phytoplancton et comment ils influencent l'utilisation des ressources dans les eaux côtières de 

la Manche orientale. Cette étude est basée sur un suivi de 3 ans (prélèvements hebdomadaires 

à mensuels) par cytométrie en flux, sur un point (côtier) de la radiale précédemment décrite 

(Chapitre IV). L’abondance de 7 groupes phytoplanctoniques (diatomées, P.globosa 

haploïdes, P.globosa diploïdes, Coccolithophoridés, Cryptophytes, picoeucaryotes et 

Synechococcus spp.) et leurs caractéristiques (traits fonctionnels) morphologiques 

(biovolume, motilité, capacité de stockage) et physiologiques (taux de croissance, affinité 

avec les nutriments) ont ainsi été analysés. 

Les résultats obtenus ont montré un axe principal de différenciation fonctionnelle liée à 

l'utilisation des ressources et aux stratégies de croissance, en soulignant plusieurs compromis 

écologiques fondamentaux, tous animés par un gradient temporel de ressources. Les résultats 

ont montré qu’une faible luminosité aurait agi comme filtre environnemental sur la 

composition hivernale (Synechococcus spp., picoeucaryotes) de la communauté fonctionnelle 

phytoplanctonique. Par la suite, les interactions biotiques auraient progressivement modifié la 

structure fonctionnelle des communautés phytoplanctoniques avec l’augmentation du nombre 

de cellules nano- et microphytoplanctoniques, alors que l'intensité lumineuse augmentait et 

que les nutriments inorganiques diminuaient. Les « traits d’effet » étudiés sont 

significativement corrélés à l’utilisation des ressources. Cependant une plus grande 

significativité a été mesurée pour l’identité fonctionnelle (pondération des traits par 

l’abondance) qui confirmeraient l'importance de « l'hypothèse du ratio de masse » (Grime, 

1998). Selon cette hypothèse ce sont les espèces dominantes et leurs traits fonctionnels qui 

déterminent les processus écosystémiques comme les flux de matière et d’énergie. Ces 

résultats confirment l’importance de prendre en compte en plus de la diversité spécifique, 

l’abondance relative de chaque espèce ou groupe et pourraient permettre de définir des 

espèces ou groupes bio-indicateurs du milieu.  
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Abstract 

Trait-based approaches to terrestrial plant communities help to reveal ecological strategies 

and processes driving community assembly across environmental gradients, and how this 

influences in turn ecosystem processes, but such approaches have not been often applied 

when addressing temporal changes and succession in natural marine phytoplankton 

communities. Here, the relevance of a trait-based approach in explaining temporal fluctuation 

in phytoplankton assemblages was evaluated, as well as the influence of these changes on the 

resource use efficiency, based on a 3-year time-series of flow-cytometry counting.  

Physiological trait values were computed from literature and from morphological 

measurements. Our results showed a primary axis of functional differentiation related to 

resource-use and growth strategies, highlighting several fundamental ecological trade-offs, all 

driven by a temporal resource gradient. Using functional identity and diversity indices, we 

showed how low light conditions acted as a filter on functional community composition in 

winter, and conversely, how biotic interaction, i.e. niche differentiation, progressively 

modified functional structure of phytoplankton communities as light intensity increased but 

inorganic nutrients decreased. The parallel shift in dominance, from specialists towards 

generalists, in the course of the season, strongly suggests environmental heterogeneity 

induced by biotic interactions, as a major driver of these changes.  Effect traits, functional 

identity and functional diversity of phytoplankton communities were significantly related to 

resource use efficiency, but the latter in a greater extent than the functional diversity, 

confirming the importance of the mass-ratio hypothesis in driving some ecosystem process 

such as resource use efficiency.  

Keywords: functional trait, functional identity, phytoplankton, community assembly, 

generalists, resource use efficiency. 
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1. Introduction 

 

Phytoplankton community structure plays a major role in shaping the dynamics and 

functioning of ecosystems, including nutrient cycles (Falkowski et al., 1998 ; Arrigo et al., 

1999), hence providing ecosystem services of high value, such as fishery yields and water 

quality. In coastal systems, phytoplankton represents usually almost the whole primary 

production (e.g. Cloern, 2001). Given the high value of such systems for human well-being 

(Costanza et al., 1997, 2014), and the human induced nutrient-enrichment for many of them 

(Cloern, 2001 ; Lost et al., 2006), it is crucial therefore, to understand how phytoplankton 

communities assemble in response to the variable environment they experience, and in turn 

whether this influences ecosystem processes.  

 

Functional trait-based approach is a very powerful tool for such investigation. By considering 

a species as a multi-trait structure and not a taxonomic entity alone, it allows to draw the 

functional niche of each species by its position in the multidimensional trait space (Violle and 

Jiang, 2009). Thus, axes of functional differentiation across species, and therefore, differential 

ecological strategies can be defined, as a result of trade-offs in species performance 

preventing any “superspecies” from excluding all others (Cornwell and Ackerly, 2009 ; Diaz 

et al., 2004 ; Grime et al. 1997 ; Kneitel and Chase, 2004). The trait-based approach may help 

also to get insights on the mechanisms of functional diversity in driving ecosystem processes, 

i.e. which of the “diversity hypothesis” (Tilman et al., 1997) and the “mass-ratio hypothesis” 

(Grime, 1998) are considered to influence the most ecosystem processes. This question is of 

great importance given the loss and/or modification of biodiversity observed all around the 

world (Cardinale et al., 2012). Accordingly, “the diversity hypothesis” stipulates that trait 

complementarity, and thus implying all the species and its attributes within a community, is 

the most important mechanism in driving ecosystem processes, while the “mass-ratio 

hypothesis” stipulates that it is the trait of the dominant species within a community which is 

the most important one.  

 

In phytoplankton ecology, despite a call of interest in adopting a trait-based approach to get 

insights into the ecological strategies and the mechanisms of phytoplankton community 

assembly across natural environmental gradients, (e.g. Litchman and Klausmeier, 2008 ; 

Litchman et al., 2015), studies using such approach are still few (Edwards et al., 2013a,b ; 
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Fraisse et al., 2013 ; Kruk et al., 2011 ;  Acevedo-Trejos et al., 2015). One reason is the great 

difficulty to quantify ecophysiological functional traits of species in their natural environment 

except for morphological traits. An alternative, however, is to compile data of traits values 

from literature based on laboratory experiments (e.g. Edwards et al., 2011 ; Edwards et al., 

2013a, b). As a result, most of fundamental trade-offs in phytoplankton species performance 

highlighted from theoretical/modelling works (Grover, 1997 ; Litchman et al., 2001) and/or 

data compilations from experiments (e.g., Edwards et al., 2011 ; Schwaderer et al., 2011) 

have not been verified among natural phytoplankton communities (Pomatti et al., 2013). For 

example, one predicted trade-off considered to be important in structuring phytoplankton 

communities is the “gleaner-opportunist” trade-off (Grover, 1997), whereby the resource 

competitive ability of a species (i.e. gleaners) trades off with its ability to grow fast (i.e. 

opportunists). Finally, how functional structure and composition of phytoplankton 

communities shape ecosystem processes, such as resource use efficiency (RUE), is yet to be 

investigated. In previous studies, RUE has been positively related to phytoplankton richness 

in various marine and freshwater systems (Patnik et al., 2008 ; Striebel et al., 2009), 

suggesting complementary resource use (“the diversity hypothesis”) as an enhancer of 

ecosystem processes (Tilman et al., 1997 ; Cardinale, 2011). In such a case, RUE should be 

positively related to the within-community functional diversity, and thus increase as niche 

differentiation becomes more intense. However, it is also possible that functional identity (i.e. 

“the mass-ratio hypothesis”) may play an important role in influencing RUE, as it is 

increasingly shown for many ecosystems processes ensured by terrestrial plants (e.g. Mokany 

et al., 2008) and animals (Gagic et al., 2015). 

 

Nutrients, light, temperature, and grazing pressure are the major drivers of phytoplankton 

growth (e.g. Margalef, 1978), and disturbance is considered essential in structuring 

communities and ecosystem functioning (Hooper et al., 2005 ; Diaz et al., 2007). Because 

mixotrophy is widespread among phytoplankton (Moore et al., 2002, Sanderson et al., 2008, 

Tittel et al., 2003), and that variations of dissolved organic matter follow in general that of 

primary production (e.g. van der Zee and Chou, 2005), as the result of various biotic 

processes such as phytoplankton exudation (e.g. Sanderson et al., 2008) and sloppy feeding 

by zooplankton (e.g.Eppley et al., 1981), we expect, therefore, that light rather than nutrients 

could act as a environmental filter on phytoplankton functional traits in winter, favouring 

specialists able to capture efficiently light energy at that time. Conversely, we expect a shift 
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towards the dominance of opportunists increase in the course of the season. Moreover, as 

biotic interactions become more intense, niche differentiation could set up, and favour 

generalists as a result of an increase in biotic-mediated environmental heterogeneity (Levins, 

1968 ; Kassen, 2002). However, specialists may be also favouring, depending on the intensity 

of environmental heterogeneity (Levins, 1968 ; Kassen 2002).  

 

In this study, we applied a trait-based approach, based on a compilation of ecophysiological 

trait data from literature and our own morphological trait values, to pelagic phytoplankton 

assemblages detected by flow cytometry for about 3 years in coastal waters of the eastern 

English Channel. We first aimed to identify both the key functional traits promoting the 

fitness of phytoplankton groups in their environment (“response traits”, Lavorel and Garnier, 

2002) and the major axes of functional differentiation across the phytoplankton groups (i.e. 

trade-offs of group performance). Then, we evaluated shifts in functional identity and 

functional diversity indices in order to assess the relative importance of abiotic factors and 

biotic interactions in driving phytoplankton community assembly. Finally, we aimed to 

identify functional traits affecting resource use efficiency (“effect traits”, Lavorel and Garnier, 

2002), and assess the relative importance of functional identity and functional diversity in 

driving RUE.  

 

 

2. Material and methods 

 

2.1. Phytoplankton assemblage 

 

Subsurface seawater (-2 m) samples for flow cytometer (FCM) analysis were collected using 

a 8L Niskin bottle, onboard the “Sepia II” Station Research Vessel (CNRS INSU) at 47 

occasions (May 2011 to June 2014) , at the coastal station R1 (50°48’N ; 1°34’E) in the 

eastern English Channel. Analyses were performed immediately after coming back to the 

laboratory, with a CytoSense pulse-shape recording flow cytometer (FCM; Cytobuoy© b.v., 

Netherlands). In order to detect the widest range of phytoplankton cells and colonies as 

possible (from 1 µm to ~ 800 µm), two different runs were performed sequentially on each 

sample: one at low red fluorescence trigger level (i.e. around 10 mV, just over the baseline 

fluorescence noise) during a short time analysis (i.e. around 4 min) for detecting pico- and 
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nano-phytoplankton, and another one at high trigger level (i.e around 25 mV) during a longer 

time (i.e. around 8 min) for detecting the larger and less numerical dominant species 

containing high amounts of chlorophyll a, i.e. diatom cells and colonies. Fluorescents beads 

10 µm (Polybead®) in diameter were used to normalize the SFCM size recordings.  

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Figure 1. Map showing the residual circulation of water masses (hatched arrow) in the eastern English 
Channel and southern North Sea, and the location of Seine and Somme Rivers. Blue light and black dots 
indicate the location of Boulogne-sur-mer and Dover, and the sampling coastal station R1; respectively. 
The limit of the ‘coastal flow’ in the eastern English Channel is indicated by hatched line 

 

2.2. Phytoplantkon traits 

 

Table I gives an overview of the 11 morpho-physiological traits used in this study and their 

function meanings, that most likely influence phytoplankton community assemblages (Raven, 

1987; Litchman and Klausmeier, 2008 ; Schwaderer et al., 2011; Rocha et al., 2012 ; Edwards 

et al., 2013 ; Edwards et al., 2015). These included biovolume [V] as the “master trait” for 

resource acquisition, reproduction and predatory (Litchman and Klausmeier, 2008), growth 

dependence on both temperature (maximum growth rate at 12.5°C [µmax12.5°C, day-1, 

Edwards et al., 2013] and light (maximum growth rate under saturating irradiance 

[µmaxLight, day-1], Schwaderer et al., 2011; Edwards et al., 2015), those related to the 
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cellular requirements in nitrogen and phosphorous (C/N and C/P cell content ratio [C/N and 

C/P ratios, mol:mol]), the capacity of photoadaptation (saturating irradiance for growth [Ek, 

µE m-2 s-1]), and those related to the competitive ability under light and/or nutrient limitation 

(Surface area to Volume cell ratio [S/V ratio], presence/absence of flagella, reserve-storage 

capacity, the initial slope of the growth-irradiance curve [αµ, µE m2 s d-1, Schwaderer et al., 

2011; Edwards et al., 2015], and the nitrate scaled affinity [Naff, L µmol-1 day-1, Edwards et 

al.,  2012, 2013]). Traits data were compiled from published literature research (a total of 70 

papers and reports including 57 species, see at the end of manuscrit), except for 

morphological ones, which were determined based on measurements made by flow cytometry 

or inverted microscopy, depending on the phytoplankton group. As species differ in their trait 

values (Litchman et al., 2007; Litchman and Klausmeier, 2008), and that some species display 

ecotypes, i.e. differences in their light and nutrient utilization (e.g. Ahlgren and Rocap, 2012), 

we aimed as possible to select species/strains from temperate systems. For example, only 

strains rich in phycoerythrin were considered for Synechococcus spp. If several data were 

available for one species or group, they were averaged. Note that although Phaeocystis 

diploid cells were predominantly represented by free-living cells from cytometry counts, these 

are from colonial origin or are supposed to form new colonies, corresponding to the same 

morphotype than cells embedded in colonies (Rousseau et al., 2007). Therefore the choice in 

trait values for Phaeocystis diploid cells corresponded to those of Phaeocystis colonies. 
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Table I. List of phytoplankton life-traits used in this study, their abbreviations, unity, and function meaning 

Life-trait Code Unity Function meaning How measurements have been made*

C/N ratio cell content C/N ratio mol:mol Nitrogen requirement Various sources compiled (26 papers-49 species)
C/P content C/P ratio mol:mol Phosphorous requirement Various sources compiled (17 papers-25 species)

Growth rate at 12,5°C under non-limiting 
conditions of light and nutrients µmax(12,5°C) Day-1 Growth performance under non-limiting

conditions of light and nutrients (Edwards et al. 2013)

Published equations of growth-temperature models  (5 
papers) except for Synechococcus  spp. and picoeukaryotes 
where data  from various sources (3 papers) were averaged 

per group 
Growth rate under non-limiting conditions

of light µmaxLight Day-1 Growth performance under saturating light

initial slope of the growth-irradiance curve µ µE-1 m2 s day-1 Growth efficiency under low light 
Onset of light saturation under non-limiting 

nutrients conditions Ek µE m-2 s-1 Capacity of photoadaptation 

Scaled Nitrate affinity Naffinity L µmol-1 day-1 Competitive ability for nitrate
under low nitrate concentration (Edwards et al 2012; 2013)

 Naff=[Vmax/(Ks*Qmin)]; allometric equation from  
Edwards et al. (2012)

Storage Storage n.u Luxury uptake of nutrients and capacity to do reserves Knowledge from literature (e.g. Raven (1997), Tozzi et al. 
(2004),  Lancelot and Mathot (1985), 

Flagella Motility n.u Capacity to move  under limiting conditions of light and nutrients Knowledge from literature for picoeukaryote
Surface area to Volume cell ratio S/V ratio µm-1 Capacity to harvest light and nutrients under limiting conditions

Biovolume V µm3 Master trait for resource acquisition, reproduction, 
and predator avoidance (Litchman and Klausmeier 2008)

* for published data sources see Appendix I

Growth-irradiance model (Monod equation) applied on data 
from various laboratory experiments  (30 papers-28 species) 

Microscopic measurements except for coccolithophores, 
Synechococcus  spp. and picoeukaryote which were measured 

by cytometry 
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2.3. Mean traits values of each phytoplankton group  

 

2.3.1. Photophysiological traits 

 

All the mean traits values are presented in Table II. Because photophysiological parameters 

(µmaxLight, [day-1], αµ [µE m2 s d-1], Ek [µE m-2s-1]) are influenced by both temperature and 

nutrient conditions, we selected only published literature where phytoplankton cultures were 

grown at a temperature at or near 20°C, and in nutrient-replete media. Although the length of 

photoperiod is also an influencing factor, we did not correct it, because it is species specific 

(Paasche, 1968; Brand & Guillard, 1981).  The photophysiological parameters were obtained 

by fitting curve according to the Monod equation (see Shwaderer et al., 2011) for the 

similarity in the photophysiological parameter values with the common Platt equation [Platt et 

al., 1980] : 

 

 


max

max)( µI

IµIµ


  

 

with I the irradiance (µE m-2 s-1), µmax the maximal growth rate (d-1), and α the initial slope 

of the growth-irradiance curve (µE-1 m2 s d-1).  The onset of light saturation (Ek, (µE m-2 s-1) 

was calculated as µmax/α.  

 

2.3.2. Growth dependence on temperature 

 

Growth rate at 12.5°C was calculated from published growth-temperature equation when 

available based on the compilation of worldwide data. It was the case for Phaeocystis 

(Schoemann et al., 2005), and the coccolithophore Emiliana huxleyii (Fielding, 2014). 

Maximal growth rate calculated for E. huxleyii was compared with data from laboratory 

experiments with 6 species of Coccolithophores (Buitenhuis et al., 2008). For diatoms, we 

applied the equation established by Bessinger et al. (2008), based on a phytoplankton 

database from English waters (near Liverpool). Because we did not found any data on marine 

Cryptophytes, we used equations established for freshwater species (Cloern, 1977 ; Olaja 

1993). Finally, maximal growth rate of Synechococcus spp. and picoeukaryotes were assessed 
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from a worldwide field database compiled by Chen et al. (2014) where media was nutrient-

enriched, complemented by data from Stawiarski (2013) and Pittera et al. (2014). 

2.3.3. Physiological traits related to nutrients 

The Nitrate scaled affinity (Naff, L µmol-1 d-1) was calculated according to the allometric

equation established by Edwards et al. (2012), based on the compilation of literature data for 

64 marine species cultivated at or near 20°C with sufficient light: 

LogNaff= -0.63 logV+2.9 

For C/N and C/P cell content ratios, only data where phytoplankton culture was grown in 

nutrient-replete media were compiled. 

2.3.4. Morphological traits and reserve-storage capacity 

Biovolume (µm3) and surface area (µm2) of each phytoplankton group were calculated using

the geometrical formula given by Hillebrand et al. (1999), based on measurements by 

cytometry for Synechococcus spp., picoeukaryotes, Phaeocystis haploid cells, and 

Coccolithophores, and by inverted microscopy according to the Utermohl method for 

Phaeocystis colonies, diatom species, and Cryptophytes. For microscopy, 20 specimens of 

each diatom species, 20 ones of each size category of Cryptophytes, and all healthy 

Phaeocystis colonies were measured at each sampling date in a settled volume of 10 cm-3. The

resulting biovolume and S/V ratio of the diatoms and Cryptophytes communities were 

obtained by weighing each other to the abundance proportion of each species, and each size 

category, respectively. Finally, the biovolume and S/V ratio of each phytoplankton group used 

in this study correspond to their average over the entire period. Information on a significant 

reserve-storage capacity came from Raven (1997) for diatoms and from Lancelot et al. (1986) 

and Veldhuis and Admiraal (1987) for Phaeocystis.  
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Table II. Mean relative abundance and trait values calculated in this study 

Phytoplankton group Relative abundance V S/V ratio Storage Motility C/N ratio C/P ratio µmax(12°C) µmaxLight µ Ek Naffinity

% µm3 µm-1 n.u n.u mol:mol mol:mol Day-1 Day-1 µE-1 m2 s day-1 µE m-2 s-1 Log L µmol-1 day-1

Coccolithophore 3 22 2.52 0 1 8.3 113 1.11 1.33 0.046 35 2.05
Cryptophytes 2 68 1.79 0 1 5.7 155 0.41 1.13 0.06 32 1.75

Diatoms 5 10613 1.04 1 0 7.1 73 1.78 2.06 0.04 79 0.36
Phaeocystis  diploid 10 997922 0.09 1 0 7.1 80 1.2 2.26 0.037 53 -0.88
Phaeocystis  haploid 30 63 1.8 0 1 7.6 157 1.2 2.55 0.028 109 1.77

Picoeukaryote 27 3 4.1 0 0.5* 5.7 30 0.55 1.04 0.053 23 2.62
Synechococcus  spp. 23 0.36 6.74 0 0 5.7 125 0.35 1.6 0.07 33 3.18

* Picoeukaryotes include both non-motile and motile species
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2.4. Environmental variables 

 

Range values of environmental variables are represented in Table III. Sea surface 

Temperature (SST, °C), and salinity (SSS) were measured at a depth of 2 m with a CTD 

Seabird probe (SBE 19) equipped with a PAR sensor (QSP 2300, Biospherical Instrument). 

The diffuse attenuation coefficient for downwelling irradiance (k, m-1) was assessed from 

instantaneous vertical CTD profiles. The average subsurface daily light level (PAR, E m-2 d-1) 

experienced by phytoplankton over the last 6 days before the cruises was estimated using the 

formula of Riley (1957):  

     kz
eI

PAR
kz )1(0


  

with z the depth where phytoplankton was collected (z=2 m), and I0, the daily incident light 

estimated from global solar radiation (GSR, W m-2) measured continuously with a time step 

of 5 min with a solar radiation sensor (Vantage Pro, Davis) mounted on the roof of our 

laboratory bordering the seashore. GSR was converted to PAR by assuming PAR being 50% 

of GSR and by considering 1 W m-2 = 0.36 E m-2 d-1 (Morel and Smith, 1974). Wind speed (m 

s-1) was obtained from the French Institute “Météo France”, based on hourly records at the 

coastal meteorological station of Boulogne-sur-mer, and was also normalized over the last 6 

days before the cruises. 
 

The water-column stability (Stab) was calculated using the formula of Li (2002): 

 

    )12/()12( zzStab    

 

with σ1 and σ2 the respective seawater density at depth (m) z1 and z2. In addition, seawater 

for nutrient analysis (silicate [DSi], phosphate [DIP], and nitrate + nitrite+ammonium [DIN], 

µmol dm-3) was collected, and assessed according to the methodologies outlined in Aminot 

and Kérouel (2004), using the Integral Futura autoanalyser system (Alliance Instruments). 
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Table III. Range of salinity, temperature and resource (nutrients and light) values characterizing during 
this study 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.5. Resource use efficiency 

 

Resource use efficiency (RUE= biomass per unit resource) was calculated for the limiting 

nutrients DIP and DIN as well as for both Particulate Organic Carbon (RUEPOC-P, RUEPOC-N) 

and chlorophyll a (RUEchla-P, RUEChla-N).  Seawater for POC was collected at 32 occasions. 

POC was assessed on a NA2100 Frisons CHN analyzer after drying filters at 60°C for 24 h 

and exposure to vapours of HCL 1 N for 5 h. Chla was estimated by fluorimetry using the 

method and equations of Lorenzen (1967), after pigment extraction in acetone 90% for 12h at 

4°C. 

 

2.6. Data analysis 

 

2.6.1. Depicting ecological strategies of phytoplankton through a succession of environmental 

conditions 

 

To relate trait data to the environmental variability during the pluri-annual study, the three-

table ordination RLQ method was used (Dolédec et al., 1996).  Biovolume and maximal 

growth rates under saturating light were excluded from the RLQ analysis, because the first 

one was strongly correlated to the surface to volume ratio (S/V) and had been used to 

calculate the nitrogen scaled affinity (Naff, see supplementary material), and the second one 

because it was similar to maximal growth rate at 12.5°C. RLQ analysis consisted in relating a 

Variable Abbreviation Unity Range

Subsurface incident light PAR E m-2 day-1 4.5-55
Sea surface temperature SST °C 5-18

Sea surface salinity SSS n.u. 33.3-34.7
Dissolved inorganic nitrogen DIN µM 0.05-31.84

Dissolved inorganic phosphorus DIP µM 0.01-1.29
Dissolved silicates DSi µM 0.1-12.9
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R matrix (the environmental variables as columns and sampling dates as rows) to a Q matrix 

(phytoplankton groups as rows and traits as columns) by linking each other through a third 

matrix L (abundance of phytoplankton groups as columns and sampling dates as rows). 

Before, a factor analysis was performed on each matrix. First, a correspondence analysis (CA) 

was performed on the L matrix, which computes the highest possible correlation between 

sampling dates and species/genus/groups scores. For the two other matrices, the choice of the 

factor analysis depends on the kind of data available. In our case, a Principal Component 

Analysis (PCA) was performed on R matrix (numerical data), while a Hill-Smith PCA 

analysis (Hill-Smith, 1976) was performed on Q matrix, allowing the treatment of a table 

including numerical and nominal data (in our study presence/absence of flagella and 

significant reserve-storage capacity). Moreover, column and row scores of the CA of table L 

were used for ordination of tables R and Q, respectively, to be used as canonical factors in the 

next. Then, the RLQ analysis combined the three separate ordinations to maximize the co-

variance between the traits and environmental data via the use of co-inertia analysis. Prior to 

the RLQ analysis, trait data were standardized, and environmental data were log-transformed 

except for nutrients and stability index, which were quarter-root transformed. The significance 

of the R and Q relationship was tested with a 1000 permutation Monte Carlo randomization 

test. 

 

2.6.2. Functional diversity indices of phytoplankton communities 

 

As the number of species/genus/groups detected by flow cytometry was constant all through 

the study, only functional diversity indexes considering species/genus/group abundances were 

calculated, i.e. the community-level weighted means of trait values (CWM, Garnier et al., 

2004), functional evenness (FEve), functional dispersion (FDis; Laliberté and Legendre, 

2010), functional specialization (FSpe, Bellwood et al., 2006), and functional originality 

(FOri, Mouillot et al., 2013). 

 

The CMW corresponds to the mean trait value amongst each community (i.e at each sampling 

date) weighted by the relative abundance of each phytoplankton group (Garnier et al., 2004). 

The FEve corresponds to the regularity with which phytoplankton group abundances in a 

community are distributed amongst co-occurring phytoplankton groups depending on their 

trait values (Villeger et al., 2008). The FDis corresponds to the abundance-weighted average 
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distance to the centroid between the phytoplankton groups (Laliberté and Legendre, 2010). 

The FSpe shows how specialists (i.e., far to the center of the functional space linking all 

phytoplankton groups) tend to increase in abundance (Villeger et al., 2010, Mouillot et al., 

2013). Finally, the FOri quantifies how changes in phytoplankton abundance modify the 

functional redundancy between species/groups (Mouillot et al., 2008, 2013). All data analyses 

were performed using the R-CRAN software (R Development Core Team, 2015), with 

packages ADE-4, Ape, Geometry, and Rcdd and the function “FSEC change” given by 

Mouillot et al., (2013).  

 

3. Results 

 

3.1. Response traits to environmental variations  

 

The RLQ analysis showed a strong association (p<0.0001) between the environmental 

variables and phytoplankton traits mediated by the abundances of phytoplankton groups (Fig. 

1). The first RLQ axis accounted for almost 99% of total variance of the phytoplankton 

assemblages. Moreover, the correlation between the traits and the environment models from 

the RLQ ordination and the initial correspondence analysis of the phytoplankton group table 

was high (r=0.52). Therefore, only this first RLQ axis (RLQ1) was considered for the next. 

The RLQ1 opposed nutrients (DIN, DIP and DSi) located on the left side, to irradiance (PAR) 

and salinity (S) located on the right side. Note that the resource variability was strong (tab. 

S2). Accordingly, nutrients and light intensity varied by a two and one order of magnitude, 

respectively. Along this temporal resource gradient, 6 traits over the 9 ones pre-selected for 

the analysis were significantly correlated at 1% p level (Fig. 2B): the traits characterizing 

competitive capability for low resources (S/V ratio, αµ, and Naff) displaying high values on 

the left side, and maximum growth rates (µmax), photoadaptability (Ek), and C/N cell 

content, displaying high values on the right side of the RLQ1. This axis of functional 

differentiation separated phytoplankton groups  characterized by a high competitive capability 

under low resource conditions but showing low growth rates when resources are sufficient 

(Synechococcus spp., picoeukaryotes, and Cryptophytes), from those characterized by high 

growth rates when resources are high, but low competitive capability when resources are low 

(diatoms and Phaeocystis). Coccolithophores took an intermediary position along this axis of 

functional differentiation. 
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Figure 1. Ordination diagram (A) of the sampling dates (above) and phytoplankton groups along the first 
axis of the RLQ analysis, displaying the resource gradient.  Pearson correlations between (B) the 
environmental variables and the coordinates of the sampling dates, and (C) the life-traits and the 
coordinates of the phytoplankton groups, on the first axis. The vertical lines in B and C indicate the 
threshold of critical p values (p=1%) 

128



Chapitre V : Relation entre les traits fonctionnels et la structuration temporelle… 
 
 

 

3.2. Changes in functional identity and diversity along the axis of functional differentiation 

 

Ecological strategies reflected by the primary axis of functional differentiation are represented 

by the scores of phytoplankton groups on the RLQ axis. We used these scores to relate the 

various ecological strategies to various functional diversity indices and functional identity (or 

CMW), in an attempt to reveal different mechanisms of phytoplankton community assembly. 

 

Single-trait community-weighted means (CWM) of the 6 relevant traits previously 

highlighted from the RLQ analysis showed significant variations with the RLQ1 (Fig. 2). 

Accordingly, CMW for traits characterizing competitive capability (S/V ratio, αµ, and Naff) 

for limiting conditions showed significant decreases along the axis of functional 

differentiation, whereas CWM for µmax, Ek, and C/N cell content showed the inverse.  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. Abundance-weighted means (CWM) in phytoplankton communities along the resource gradient  
 
 
Figure 2. Abundance-weighted means (CWM) in phytoplankton communities along the resource gradient 
(RLQ1) for the six functional traits revealed by RLQ analysis (S/V ratio, C/N ratio cell content, maximal 
growth rate [µmax12°C, day-1], the initial slope of the growth-light curve [aµ, µE-1 m2 s day-1], the onset of 
light saturation under non-limiting nutrients conditions [Ek, µmolE m-2 s-1], and affinity for nitrates [Naff, 
log µmol-1 day-1]. Black lines represent significant regression (*p < 0.05, **p < 0.005, ***p <0.0001). N: 
nutrient concentrations, PAR: light intensity for phytoplankton growth, +: high, -: low 
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Functional evenness (FEve) did not change (Fig. 3). By contrast, Functional dispersion (FDis) 

and functional originality (FOri) showed significant increases along the axis of functional 

differentiation, while functional specialization (FSpe) decreased. 

 

 
Figure 3. Response of different indices of phytoplankton community functional structure to the resource 
gradient (RLQ1 axis). For calculation, the six phytoplankton traits the most relevant in RLQ analysis (aµ, 
S/V, Naff, µmax, C/N, and Ek) were taken into account. NS not significant,*p < 0.05, **p < 0.005, ***p 
<0.0001.N: nutrient concentrations, PAR: light available for phytoplankton growth, +: high, -: low 
 

 

3.3. Resource use efficiency related to effects traits, functional identity and diversity indices 

 

As for relating traits to environment, the RLQ analysis to relate resource use efficiency (RUE) 

to traits mediated by the abundances of the different phytoplankton groups showed a 

significant association (p<0.0001, r=0.40, RV=0.14) between them (Table. II). However, the 

correlation between the traits and RUE models from the RLQ ordination and the initial 

correspondence analysis of the phytoplankton group table was a little lower than the RLQ 

analysis relating traits to environment (r=0.41). As for the first RLQ analysis (RLQ1), the first 

axis accounted for most of the total variance (99.6%) of the phytoplankton assemblages, 

RLQ axis 1
Ressource use efficiency

RUEChla-P -0.71***
RUEChla-N -0.90***
RUECOP-P -0.78***
RUECOP-N -0.94***

Life-traits variables
S/V ratio 0.88*

µ 0.92**
C/N ratio -0.80*

µmaxT (12.5°C) -0.89*
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hence only this first RLQ axis (RLQ1) was considered for the next. The four components of 

RUE (RUEChla-P, RUEChla-N, RUEPOC-P, and RUEPOC-N) all displayed significant positive 

correlations with RLQ1. Of the nine phytoplankton traits pre-selected, four were significantly 

correlated at the 1% p level (Table. IV): the traits S/V ratio and αµ displaying negative 

correlations with RLQ1, while µmax, and C/N cell content displaying positive correlations 

with RLQ1. 

 
Table IV. Pearson correlation between Resource Use Efficiency (RUEChla-P, RUEChla-N, RUECOP-P, and 

RUECOP-N) and effects traits and the first RLQ axis, which accounted for 99.6% of the total variance (r= 

0.41, p<0.0001). Only effect traits (i.e. traits showing significant correlations (p<0.01) with the first RLQ 

axis) are represented. *p < 0.01, **p < 0.005, ***p <0.0001 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Hence, the position of RUE along the RLQ1 followed those of µmax, and C/N cell content, 

but opposed to S/V ratio and αµ. Co-inertia analysis (Table. V) revealed a significant 

coupling between RUE and functional identity (p<0.001, r=0.56, RV=0.32), and functional 

diversity indices (p<0.0001, r=0.58, RV=0.21). For the two co-inertia analyses, the first axis 

was clearly dominant, i.e.  (99.9% and 96% of the total variance for functional identity and 

diversity, respectively), which excluded taking into account the second co-inertia axis.  
 

RLQ axis 1
Ressource use efficiency

RUEChla-P -0.71***
RUEChla-N -0.90***
RUECOP-P -0.78***
RUECOP-N -0.94***

Life-traits variables
S/V ratio 0.88*

µ 0.92**
C/N ratio -0.80*

µmaxT (12.5°C) -0.89*
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Table V. Results of the co-inertia analyses between resource use efficiency (RUEChla-P, RUEChla-N, 
RUECOP-P, and RUECOP-N) and (1) functional identity (r= 0.59, p<0.01) and (2) functional diversity 
indices (r= 0.59, p<0.01). Only significant correlations (p<0.01) with the first co-inertia axis, which 
represented 99.9 and 96% of the total variance for functional identity and functional diversity, 
respectively, are represented. For calculation, the six most relevant phytoplankton traits (αµ, S/V, Naff, 
µmax, C/N, and Ek) were taken into account.*p < 0.01, **p < 0.005, ***p <0.0001 

The results of these analyses indicated first that the various components of RUE were more 

related to functional identity than to functional diversity of phytoplankton communities (high 

RV). Moreover, the results showed that, CWM of S/V ratio, αµ, C/N cell content, µmax, and 

Ek; and FEve, FOri, and FDis, were all significant to predicting RUE. More specifically, the 

various components of RUE increased as all the various functional identity and functional 

diversity indices increased except for S/V ratio, αµ, which showed the inverse trend. 

COI axis 1
Co-structure RUE-functional identity

S/V ratio -0.53**
µ -0.56**

C/N ratio 0.58**
µmaxT (12.5°C) 0.62***

Ek 0.60**
RUEChla-P 0.77***
RUEChla-N 0.91***
RUECOP-P 0.84***
RUECOP-N 0.86***

Co-structure RUE-functional diversity
FEve 0.77***
FDis 0.54**
FOri 0.77***

RUEChla-P 0.84***
RUEChla-N 0.86***
RUECOP-P 0.89***
RUECOP-N 0.80***
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4. Discussion 

 

4.1. Multiple ecological trade-offs allowing co-existence 

 

Our data analysis showed that the temporal succession of flow-cytometric phytoplankton 

assemblages in coastal waters of the eastern English Channel was mainly driven by a 

temporal resource gradient, through a primary combination of co-varying functional traits, 

including traits related to resource-use strategies (high αµ, S/V, Naff, C/N ratio, and Ek) and 

one related to growth strategy (µmax) (Fig.1). This primary axis of functional differentiation 

reflected several ecological trade-offs allowing the coexistence of the various phytoplankton 

groups.  All these theoretical trade-offs have been described in the literature (see Litchman 

and Klausmeier 2008; Litchman et al., 2015), but their verification has received less attention 

in natural ecosystems (but see Pomatti et al., 2013). Here, our results highlighted three 

fundamental trade-offs acting simultaneously in structuring phytoplankton communities in 

coastal waters of the eastern English Channel. Hence, first of all, a “gleaner-opportunist” 

trade-off (Grover, 1997; Litchman and Klausmeier, 2001) showed how competitive ability for 

resources (high αµ, S/V, and Naff values), which expressed under low light conditions 

typically occurring each winter in North temperate systems (Houliez et al., 2013; Bonato et 

al., 2015), was progressively replaced in the season by a high growth rate strategy (high µmax 

values). Secondly, a “competitive ability-grazing resistance” trade-off (Grover, 1995) was 

suggested by the rather overall ordination according to size of the various phytoplankton 

groups along the axis of functional differentiation, with towards the upper end the colony-

formation by Phaeocystis (i.e. Phaeocystis diploid cells). This induction of colony-formation 

by Phaeocystis under high grazing pressure has been demonstrated under laboratory 

conditions (Jakobsen and Tang, 2002). Third, the opposite direction of αµ compared to C/N 

ratio and Ek, showed how the adaptation to low light conditions requires the increase in the 

allocation of nitrogen to proteins for the light-harvesting complex at the expense of carbon 

assimilation (Leonardos and Geider, 2004; Edwards et al., 2015), but also a vulnerability to 

photoinhibition later in the season.  
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4.2. Different ecological processes driving functional structure of phytoplankton communities 

 

Variations in functional diversity indices highlighted different ecological processes 

structuring phytoplankton community across the temporal resource gradient. First, the 

increasing trend, over time, of the functional dispersion and functional originality of 

phytoplankton community (Fig. 3) means that environmental stress concerning resource 

acquisition and growth overall decreased over time (Hedberg et al., 2013), and suggests, 

therefore, that light limitation rather than inorganic nutrient depletion acted as an 

environmental filter on functional traits in this coastal area. This is in accordance with the 

progressive shift in dominance of stress-tolerant phytoplankton groups (e.g. Synechococcus 

spp.) towards the dominance of opportunists (diatoms and Phaeocystis sp.), later in the 

season. Given opportunists can grow once resources become sufficient (Grover 1997; 

Litchman and Klausmeier, 2001), this means that new nutrient resources, such as dissolved 

organic ones (van Boekel et al., 1991), counteracted the inorganic nutrient depletion. In the 

EEC, the bulk of annual primary production corresponds mainly to the spring period of both 

successive diatoms and Phaeocystis blooms and depletion of inorganic nutrients (Lizon et al., 

1995; Gentilhomme and Lizon, 1998). Hence, these results could highlight mixotrophy as an 

important ecological strategy as inorganic nutrients became depleted. 

 

The decrease in functional specialization of phytoplankton community over time indicated 

that the proportion of generalists increased progressively towards the upper end of the 

resource gradient; and thus; in parallel to a progressive setting up of niche differentiation, 

reflected by the increasing trend of functional diversity (FDis) over time. What mechanisms 

may have favored both functional diversification and generalists (opportunist) in this coastal 

area? We argue that disturbance through the generation of environmental heterogeneity as the 

result of multiple biotic processes, themselves sustained by the progressive increase of light 

intensity, was the main driver of the increase in functional diversity and generalists abundance 

over time (from winter to summer) in our coastal area. Hence, disturbance, and thus 

environmental heterogeneity, favors both generalists over specialists (Kassen, 2002) and 

niche differentiation (e.g. Brown et al., 2013), and is a key driver of community structure and 

functioning (Hooper et al., 2005; Diaz et al., 2007). Although niche differentiation amongst 

communities is caused by multiple biotic processes, such as resource competition (via limiting 

similarity, Mackane et al., 2002), facilitation by a species to another ones via, for example, 
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the exudation of organic molecules (e.g. Verdu et al., 2009), and/or selective grazing-

mediated facilitation (e.g. van Gremberghe et al., 2009), all promote environmental 

heterogeneity/disturbance. However, it has been shown that the balance of 

specialists/generalists and the degree of diversification depend on the intensity of the 

environmental heterogeneity (Levin, 1968; Kassen, 2002). If an organism encounters during 

its lifetime different environmental conditions, then, generalists should dominate. Conversely, 

if the organism encounters during its lifetime only one environmental condition, then 

specialist may dominate. Between these two extremes, at intermediary environmental 

heterogeneity, specialists and generalists may co-exist, and diversification is highest. 

 

4.3. Overlap between response and effect traits and implication for resource use efficiency 

 

Exploring the linkages between functional response and effect traits is very important, 

because in the case of a strong overlapping, this allows to directly link environmental 

variations to ecosystem processes (Chapin et al., 2000; Lavorel and Garnier, 2002; Lavorel et 

al.,  2007), which are particularly interesting to make predictions in the context of global 

change. Moreover, in a context of widespread biodiversity loss (Cardinale, 2012), it is crucial 

to know which of the functional diversity (i.e. implying functional traits of all species), or 

functional identity (i.e. implying only functional traits of the dominant species in community), 

are the most important in driving ecosystem processes (Díaz et al., 2007). Although this 

framework has been largely explored in terrestrial ecology (e.g. Mokany et al., 2008; Gagic et 

al., 2015), it has been poorly investigated in marine ecology, and has yet to be investigated in 

phytoplankton community. Here, we showed a strong overlap between response and effect 

traits. However, the fact that nutrients and light co-varied along the resource gradient, makes 

it very hard to predict for example how nutrient enrichment or warming through the increase 

in light intensity may alter ecosystem processes such as RUE. Effect-traits, functional identity 

and functional diversity were all significantly related to resource use efficiency (RUE) in the 

E. Channel coastal area. However, the RV coefficient for functional identity was the highest 

in explaining variations in RUE than did the functional diversity. Our results confirm the need 

to consider separately functional identity and functional diversity in order to advance in our 

understanding of mechanisms underlying biodiversity–ecosystem functioning relationships 

(Roscher et al., 2012).  
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5. Conclusion 

 

We explored in this study the relevance of a trait-based approach to get insights both in the 

nature of functional traits and in the underlying mechanisms structuring phytoplankton 

assemblages over time, and how in turn functional composition and structure may influence 

resource use efficiency (RUE). We showed first a primary axis of functional specialization 

combining resource-use traits and growth, reflecting several fundamental ecological trade-

offs, such as the “gleaner-opportunist” one, all driven by a temporal resource gradient. Both 

environmental filtering associated to light limitation and niche differentiation, the later being 

probably associated to biotic-mediated environmental heterogeneity influenced the functional 

dispersion, the functional originality and functional specialization over time. In turn, 

functional identity, and in a lesser extent functional diversity, influenced resource use 

efficiency. Therefore, both the dominance of a species and niche differentiation were 

important for RUE. Because, to our best knowledge, this type of study is the first in marine 

phytoplankton ecology, it should be considered as a starting point for future research in this 

exciting topic. 
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Un des enjeux majeurs de l'écologie est de comprendre la composition et la structure des 

communautés en réponse aux facteurs environnementaux (biotiques et abiotiques).  Le très 

grand nombre d’espèces phytoplanctoniques ainsi que les nombreuses interactions biotiques 

(compétition, prédation, lyse virale) et abiotiques qui contribuent au paradoxe de Hutchinson 

(Hutchinson, 1961), rendent cela complexe à réaliser. L’utilisation d’un cytomètre en flux 

spécialement dédié à l’analyse du phytoplancton dans toute sa gamme de tailles, in vivo et in 

situ (analyses en continu), permet d’obtenir de nouvelles avancées dans ce domaine de 

recherche. 

L’objectif principal de ce travail était d’étudier les communautés phytoplanctoniques et leurs 

interactions avec l’environnement en Manche Orientale. L'originalité de ce travail repose sur 

la caractérisation de l’ensemble du spectre de taille phytoplanctonique en Manche Orientale à 

différentes échelles spatio-temporelles (Figure 26), en tenant compte des paramètres 

environnementaux susceptibles d’exercer un forçage sur la variabilité du phytoplancton. Cette 

section reprendra les points principaux des questions posées en introduction et discutera de 

certains aspects qui sont apparus intéressants au cours de ce travail.  

Figure 26. Schéma des différentes échelles spatio-temporelles étudiées au cours de cette thèse 
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Quelle est la variabilité spatiale du phytoplancton en Manche Orientale ? 

 

Un des objectifs premiers du projet transfrontalier néerlando-anglo-français DYMAPHY 

(2010-2014), visait à améliorer les connaissances et l’évaluation de la qualité des eaux 

marines de la Manche et de la Mer du Nord, à travers l’étude du compartiment 

phytoplanctonique et paramètres environnementaux associés, de par l’utilisation de 

techniques semi-automatisées permettant d’identifier et de quantifier le phytoplancton à haute 

résolution spatiale. Dans ce contexte l’utilisation du CytoSense  pour des mesures 

automatisées  à haute fréquence et des mesures en laboratoire, a permis d’étudier la variabilité 

spatiale puis définir des protocoles standards d’utilisation communs aux différents partenaires 

de DYMAPHY (www.dymaphy.eu).  

 

Le temps d’analyse avec un CytoSense dépend de la densité de cellules présentes dans 

l’échantillon et n’excède en général pas 10 min.  Au cours de la campagne DYPHYMA (fin 

avril 2012, Chapitre III) en utilisant ce pas de temps d’échantillonnage et en ajustant la vitesse 

du bateau à 5 nœuds, il a été possible d’avoir une fine résolution spatiale avec une analyse 

effectuée tous les 1,5 km. Cette étude a révélé des changements abrupts d’abondance et de 

composition. A sub-mesoéchelle cette étude a permis de délimiter à l’intérieur même de la 

Manche Orientale différentes zones  géographiques reliées à différents assemblages 

phytoplanctoniques. Contrairement aux résultats de Thyssen et al. (2009) qui a étudié la 

dynamique à sub-mesoéchelle des abondances phytoplanctoniques sur une grande distance et 

en milieu ouvert (Atlantique Nord), les paramètres hydrologiques n’ont pu expliquer la 

répartition des assemblages phytoplanctoniques. La Manche Orientale ayant un 

hydrodynamisme complexe avec notamment l’impact du détroit du Pas-de-Calais et des 

masses d’eau difficilement délimitables, des processus physiques (turbulence) et   biologiques 

(compétition, broutage, lyse virale, etc.) pourraient entrer en compte dans la délimitation de 

ces assemblages. Les résultats ont néanmoins montré l’impact des différents estuaires 

français. En effet dans cette zone une importante abondance de P. globosa et une forte 

fluorescence rouge ont été mesurées alors qu’au milieu de la Manche  le picoplancton était 

dominant mais la fluorescence rouge était faible. Cette campagne a aussi révélé un mode de 

répartition en patchs, où sur de courtes distances des changements de composition des 

assemblages phytoplanctonique ont eu lieu, ainsi que des gradients côte-large, comme au 

niveau du Détroit du Pas de Calais, ou bien au large de la ville d’Eastbourne.  
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Les résultats obtenus soulignent la grande complexité des processus structurant la variabilité 

spatiale du phytoplancton dans un écosystème côtier sous l'influence de d’apports fluviaux. 

Lors de la campagne DYPHYMA seuls quelques paramètres hydrologiques (température et 

salinité) ont été mesurés à haute fréquence grâce au couplage PFB-CytoSense. Par ailleurs, 

nous n’avons pas pu prendre en compte des mesures de courant pour compléter la 

caractérisation des masses d’eau. Il serait potentiellement intéressant de coupler les mesures 

réalisées sur le phytoplancton à des mesures de paramètres biogéochimiques à haute 

fréquence comme les sels nutritifs. Cependant si l’objectif est d’avoir une vue synoptique à un 

moment donné de l’ensemble d’une zone, l’obligation de réaliser des campagnes très courtes 

peut soulever la question de l’utilité d’une telle mise en place. En effet l’impact des sels 

nutritifs sur des populations phytoplanctoniques étant certainement nul à une échelle 

temporelle aussi courte. Au contraire il serait tout à fait pertinent d’équiper  de ses dispositifs 

des navires de recherche ou d’opportunité de type ferrys effectuant des trajets réguliers 

(Rantajärvi et al., 1998 ; Swertz et al., 1999  ; Garcia-Soto et Pingree, 2009). Cela permettrait  

de pouvoir étudier la variabilité spatio-temporelle du phytoplancton sans perte d’information, 

comme cela a été le cas lors du suivi sur la radiale côte-large (Chapitre IV) où nous avons dû 

dégrader le signal haute fréquence de l’abondance phytoplanctonique afin de le corréler avec 

les paramètres environnementaux mesurés à plus basse résolution spatiale. Au cours de cette 

étude, la variabilité temporelle aurait masqué une partie de la variabilité spatiale (voir 

paragraphe plus bas).  

 

Une forte hétérogénéité spatiale a également été observée lors de la campagne DYMAPHY-

PROTOOL (8 au 12 Mai 2011, Thyssen et al., 2014a), à laquelle ont participé des membres 

du projet, et où la résolution était pourtant moins fine (2,2 ± 1,8 km) mais avec une plus 

grande surface échantillonnée (Figure 8) que lors des campagnes DYPHYMA. Dans cette 

étude les abondances ont varié en fonction de l'état hydrologique des eaux traversées, validant 

ainsi les résultats déjà observés par Thyssen et al. (2009) en Atlantique Nord (étude à plus 

grande échelle et traversant à la fois un grand plateau continental et des masses d’eau 

océaniques), où l’abondance, la fluorescence et la taille des groupes phytoplanctoniques 

variaient eux aussi en fonction des masses d’eau traversées. Dans l’aire d’étude de la 

campagne DYPHYMA soit l’hydrodynamisme était trop complexe à cause d’une accélération 

des courants au niveau du détroit ou d’une forte turbulence qui interagirait avec les facteurs de 

dispersion horizontaux des courants (Sentchev et Korotenko, 2005), soit  notre zone d’étude 
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était trop petite pour rendre compte et décrire correctement des changements hydrologiques et 

les associer avec les abondances phytoplanctoniques.  

La télédétection pourrait contribuer à résoudre l’hétérogénéité spatiale à l'échelle régionale. 

Mais pour cela les études satellites sont toujours limitées par la couverture nuageuse, le 

développement d’algorithmes (notamment dans les eaux côtières du  Cas II)  et ont 

impérativement besoin de données in situ à haute résolution. Les données cytométriques en 

continu pourraient s’avérer essentielles pour calibrer les algorithmes qui permettent aux 

satellites de retracer la signature de la couleur de l’eau (dérivée de la fluorescence due à la 

chlorophylle a, pigment universel du phytoplancton) dans l’océan (Platt, 1986 ; Behrenfeld et 

Falkowski, 1997). Depuis une dizaine d’années, des méthodologies ont été mises au point 

(dont la méthode PHYSAT) pour estimer la répartition spatiale de types fonctionnels 

phytoplanctoniques (PFT) présents dans les eaux de surface (Alvain et al., 2005, 2008). 

PHYSAT repose sur l’identification des anomalies de spectres de rayonnement associées à la 

présence de groupes spécifiques de phytoplancton dans les eaux de surface. À ce jour, six 

groupes fonctionnels de phytoplancton dominant les eaux ouvertes ont été significativement 

liés à des anomalies spécifiques (Alvain et al., 2008). Les anomalies ont été identifiées grâce 

à la comparaison avec des données HPLC in situ. Un nombre de groupes ou d’assemblages 

supplémentaires pourrait être ajouté avec une augmentation du nombre d’observations 

précises effectuées in situ. Lors de la campagne DYMAPHY-PROTOOL, le nombre de 

confrontations entre le CytoSense automatisé à haute fréquence et les images de télédétection 

a été 2 à 3 fois plus important (Thyssen et al., 2014a) que lors des confrontations avec des 

techniques utilisées à basse fréquence. Les résultats obtenus suggèrent qu'il est possible 

d'étiqueter des anomalies PHYSAT non seulement avec les groupes dominants, mais au 

niveau de la structure de la communauté (Thyssen et al., 2014a). Ce même type d’étude aurait 

dû être effectué lors de la campagne DYPHYMA mais une couverture nuageuse trop 

importante a empêché la prise en compte des images satellites. Au cours de 

l’intercomparaison de techniques (Chapitre III), les données de fluorescence rouge (sur  

l’ensemble des groupes) à haute fréquence se trouvent relativement bien corrélées avec les 

données HPLC basse fréquence (résultats proche de Thyssen et al., 2014). Ceci pourrait faire 

de la cytométrie, à la fois un puissant outil pour corriger les  anomalies satellites à la place de 

l’HPLC, mais aussi un outil servant de proxy de chlorophylle a  pouvant aider à améliorer les 

154



Chapitre VI : Discussion et perspectives 
 
 

 

flux de matière via l’estimation de la biomasse  chlorophyllienne (en gardant en vue que le 

rapport « Chla / C » est très variable, Falkowski et al., 1985).  

 

 

Quelle est la variabilité temporelle du phytoplancton en Manche Orientale ? 

 

La fréquence d’échantillonnage est cruciale pour suivre la dynamique du phytoplancton 

(Dubelaar et al., 2004 ; Kromkamp et al., 2010). Les variations des abondances 

phytoplanctoniques à court terme s’échelonnent d’une échelle horaire à plusieurs jours. Plus 

l’échantillonnage s’effectue à basse fréquence plus la perte d’information est importante 

(Figure 27, Dubelaar et al., 2004).  

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 27. Comptages phytoplanctoniques réalisés au cytomètre en flux au cours d’un bloom. (A) indique 
la perte d’information (aires grises) causée par la réduction d’un échantillonnage mensuel (ronds noirs) 
par rapport à un échantillonnage hebdomadaire (ronds blancs). (B) indique le biais induit par la 
discrétisation de l’échantillonnage. Les ronds noirs reproduisent les valeurs mesurées chaque première 
semaine du mois et les ronds blancs indiquent les valeurs mesurées chaque deuxième semaine du mois 
(Dubelaar et al., 2004) 

155



Chapitre VI : Discussion et perspectives 
 
 

 

Cette perte d’information n’est ni quantifiable ni qualifiable. Ainsi des espèces clés ou 

nuisibles (toxiques ou non toxiques, de type Harmful Algal Blooms - HAB) pourraient 

apparaître de manière sporadique sans être détectées avec cependant des conséquences 

environnementales et sanitaires.  Ce scénario pourrait se produire et passer même inaperçu 

avec des suivis  réguliers de systèmes d’observation et surveillance de type SOMLIT 

(Grattepanche et al., 2011 ; Guilloux et al., 2013) ou REPHY-SRN (Lefebvre et al., 2011)  à 

fréquence bi-hebdomadaire ou mensuelle. Il est entendu que les analyses microscopiques sont 

bien trop chronophages pour permettre une augmentation significative des fréquences 

d'échantillonnage en dehors de moments spécifiques définis par l’occurrence d’HABs. Les 

systèmes d'observation automatisés déjà existants pour ce qui est du suivi hydrologique et 

biogéochimique (bouée MAREL, EOL, etc.) s'avèrent donc logiquement la prochaine étape 

du monitoring du phytoplancton. 
 

Le suivi hebdomadaire à bi-hebdomadaire sur une radiale côte-large en Manche Orientale 

(Chapitre IV) a permis d’étudier la succession  saisonnière des principaux groupes et espèces 

phytoplanctoniques de l’écosystème Manche orientale. En accord avec les études antérieures 

réalisées (e.g Brunet et al., 1996 ; Breton et al., 2000 ; Schapira et al., 2008 ; Lamy et al., 

2009 ; Guiselin, 2010 ; Lefebvre et al., 2011 ; Monchy et al., 2012 ; Hernández-Fariñas et al., 

2013), la période productive printanière, est principalement dominée par les diatomées et la 

Prymnésiophycée Phaeocystis globosa. Les variations temporelles de l’abondance des 

différents groupes phytoplanctoniques montre  qu’ils se répartissent en 3 grandes phases 

saisonnières: i) l'hiver, avec Synechococcus spp. et picoeucaryotes, ii) le printemps, 

caractérisé par l’efflorescence de Phaeocystis globosa et des diatomées, iii) l'été, qui se 

caractérise par la prédominance des Synechococcus spp., picoeucaryotes à faible fluorescence 

rouge, Cryptophytes et Coccolithophoridés comme groupes structurants majeurs. Comme 

pour nos résultats, Not et al. (2004) ont montré que la part de l’abondance du picoplancton en 

Manche (Roscoff) était très importante tout au long de l’année exepté lors de l’efflorecence 

printanière. Il semblerait tout de même que la composition du picoplancton soit différente de 

celle observée en Manche Orientale. Not et al. (2004) montrent plutôt une composition 

picoplanctonique principalement due aux Chlorophycées (Micromonas pusilla), groupe qui 

n’a pas ou très peu été détecté par les techniques pigmentaires lors de différents  suivis en 

Manche Orientale. Dans le Golfe de Gascogne, un même schéma de succession diatomées - P. 

globosa - diatomées a été observé par microscopie (Ansotegui et al., 2003) avec une 

augmentation des petites cellules de diatomées (Chaeotoceros, Nitzschia) après 
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l’efflorescence de P. globosa (déjà observé par Guiselin, 2010). Au niveau du picoplancton, 

Ansotegui et al. (2003) observent une augmentation progressive de son abondance vers les 

périodes chaudes. Des études par microscopie (Vaulot et Xiuren, 1988 ; Uysal et Köksalan, 

2006) observent de fortes concentrations de Synechococcus en été mais aussi des variations de  

taille entre les communautés hivernales et estivales (Vaulot et Xiuren, 1988). Le picoplancton 

(dont Synechococcus spp.) hivernal et estival mesuré dans notre étude pourrait être 

génétiquement différent (Mühling et al., 2005) et/ou avoir une plasticité phénotypique 

différente. De ce fait,  le picoplancton hivernal pourrait être plûtot adapté aux lumières 

limitantes de par sa forte efficacité photosynthétique et le picoplancton estival aux milieux 

limités en nutriments de part sa forte affinité et un rapport S/V maximum pour l’absorption 

des nutriments. Cette succession saisonnière pourrait aussi être due aux contrôles effectués 

par les cyanophages (Mühling et al., 2005). 

 L’étude sur la radiale côte-large nous a permis de définir les variations saisonnières de 

l’abondance des communautés phytoplanctoniques en relation avec les différents facteurs 

environnementaux, en essayant de réduire, en fonction des conditions météorologiques, le pas 

de temps entre chaque radiale en comparaison avec le pas de temps des suivis d’observation 

réguliers. Comme Houliez et al. (2013), il ne nous a pas été permis d’étudier convenablement 

le gradient spatial ainsi que sa variabilité dans le temps. L’observation du gradient spatial 

pourrait s’avérer plus efficace via la régionalisation (Anneville et al., 2002) au cours d’une 

étude pluriannuelle. 

Il est possible de d’augmenter la fréquence d’échantillonnage grâce à l’automatisation.  Cela 

permettrait d’observer la variabilité phytoplanctonique à courte échelle temporelle et pourrait 

révéler des variations abruptes d’abondance phytoplanctonique liées à des changements 

sporadiques des conditions environnementales (Thyssen et al., 2008 ; Dugenne et al., 2014 ; 

Thyssen et al., 2014b). Ces mesures à haute fréquence passent par l’appui de stations de 

mesures automatiques qui réalisent déjà des mesures hydrologiques, chimiques, biologiques et 

météorologiques à haute fréquence temporelle, comme les bouées MAREL ou du RESOMAR 

(SOLEMIO, SOLA, etc). Ce type de couplage déjà réalisé en milieu oligotrophe sur la bouée 

EOL (Thyssen et al., 2014b) en partenariat avec le projet DYMAPHY, a pu notamment 

montrer comment un apport de nutriments (par des précipitations et/ou une remontée des eaux 

profondes),  engendre une augmentation plus ou moins sporadique des cellules pico- et 
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nanophytoplanctoniques. En Manche Orientale, la bouée MAREL-Carnot  en service depuis 

2004 (Lefebvre et Repecaud, 2006), pourrait être utilisée pour coupler le CytoSense et les 

paramètres environnementaux à haute fréquence, et aussi permettre de pallier aux contraintes 

météorologiques qui empêchent le suivi en période hivernale. Malheureusement, le groupe 

électrogène installé lors de la mise en place de la bouée en 2004 n’étant pas assez puissant 

pour pouvoir accueillir d’autres instruments que ceux déjà présents, cette expérience qui 

aurait dû se réaliser au printemps 2014 n’a pu finalement se concrétiser. Cependant, un 

groupe électrogène plus puissant a été installé récemment sur la bouée MAREL, prenant en 

compte la demande énergétique du CytoSense et du PocketFerryBox, pour une possible mise 

en place future de cette expérience en milieu eutrophe (projet CPER MARCO 2015-2020). 

 

 

Comment se structurent les communautés phytoplanctoniques en eaux côtières en 

Manche Orientale ? 

 

L’utilisation des traits fonctionnels pour caractériser les communautés phytoplanctoniques le 

long d’un gradient de ressources n’est pas récente.  Margalef (1978), pionnier dans le 

domaine, a utilisé les traits morpho-fonctionnels pour observer la réponse des différents 

groupes phytoplanctoniques face aux variations environnementales et a pu établir ainsi son 

notable  “Mandala”, dans lequel les nutriments et la turbulence seraient les forçages 

principaux responsables des successions entre des espèces à stratégie « r » et à stratégie « K ». 

Par la suite Reynolds (Reynolds, 1984 ; Reynolds et al., 2002) a ajouté les traits 

physiologiques à cette classification et a proposé son “Intaglio” basé sur 3 stratégies 

principales : la compétition (C), la tolérance au stress (S) et la stratégie rudérale (R).  

 
L’étude (Chapitre V) sur les traits fonctionnels (caractéristiques morphologiques et 

physiologiques des espèces) et leurs relations avec l’environnement démontre que la lumière 

serait le paramètre structurant majeur des communautés phytoplanctoniques des eaux côtières 

de la Manche orientale (station R1 de la radiale de la Baie Saint-Jean suivie pendant 3 

années). Ainsi, une faible luminosité aurait agi comme filtre environnemental sur la 

composition de la communauté en hiver et aurait sélectionné des spécialistes (Synechoccocus 

spp., Cryptophytes et picoeucaryotes) capables de l’utiliser (Liere et Walsby, 1982 ; 

Schwaderer et al., 2011). Chez les cyanobactéries, la grande efficacité d'utilisation de la 

lumière pourrait être due à la faible luminosité solaire (Milo, 2009) au moment de leur 
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apparition sur terre, il y a 3,8 millions d’années. L’adaptation des cyanobactéries à une faible 

luminosité est associée à une forte capacité à récolter une plus grande gamme  lumineuse 

(Langdon, 1988) par rapport à d'autres groupes grâce à la présence de pigments accessoires 

tels que les phycocyanines (Kirk, 1994) qui se retrouvent aussi chez les Cryptophytes. En 

avançant vers la saison printanière les généralistes (ou opportunistes, diatomées et P. 

globosa), considérés dans notre étude comme de faibles compétiteurs sous de faibles 

luminosités, ont commencé à augmenter en abondance au détriment des spécialistes, c’est un 

gradient ‘’spécialiste-généraliste’’ (« gleaner-opportunist », Litchman et Klausmeier, 2001).  

Nos résultats sont d’autant plus intéressants que la méthode est  appliquée sur des groupes 

cytométriques qui englobent pour la plupart des espèces non-redondantes, notamment les 

picoeucaryotes, les Cryptophytes et les diatomées. Le regroupement sous forme de groupes 

phytoplanctoniques masque certainement des exceptions aux règles écologiques observées 

(gradient ‘’spécialiste-généraliste’’), certains groupes contenant à la fois des opportunistes et 

des spécialistes. Pourtant dans notre étude des relations claires entre les traits fonctionnels et 

l’environnement ont pu être mise en évidence. Cela confirmerait que les traits des espèces 

dominantes jouent un rôle plus important que ceux des espèces minoritaires, dans la 

structuration de l’écosystème. 

Actuellement, les directives Européennes ‘’Directive Cadre sur l’Eau’’(DCE) et ‘’Directive 

Cadre pour une Stratégie du Milieu Marin’’ (DCSMM), implémentées ou en cours 

d’implémentation dans les pays de la communauté européenne, cherchent à connaître et à 

suivre les changements de qualité des eaux côtières et marines dans le but de définir un état de 

référence et d’atteindre un bon état écologique de toutes les masses d’eau littorales et marines 

Européennes. Ces directives demandent d’utiliser des indicateurs biologiques dont le 

phytoplancton. Ainsi, une des perspectives de l’utilisation de la cytométrie en flux et de 

l’étude sur les traits fonctionnels serait de pouvoir fournir des indications sur les conditions 

environnementales en fonction des traits fonctionnels des groupes (ou assemblages) 

phytoplanctoniques (Figure 28). Puis en retour être capable de prédire à l’image des études 

sur des systèmes haute fréquence type MAREL (Rousseeuw et al., 2013),  la composition ou 

dynamique phytoplanctonique en fonction des conditions environnementales.  Les résultats 

obtenus sur les « traits d’effet » étudiés confirme l'importance de « l'hypothèse du ratio de 

masse » (Grime, 1998), c’est-à-dire que les traits fonctionnels dominants chez les espèces les 
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plus abondantes au sein d'une communauté, seraient le moteur des processus écosystémiques 

les plus importants. Ainsi les espèces pourraient être considérées comme espèces indicatrices 

du milieu (Figure 28). Les espèces minoritaires pourraient cependant avoir un rôle important à 

jouer lors des changements de filtre environnemental ou des interactions biotiques, pouvant 

leur permettre de devenir par la suite à leur tour majoritaires. 

Figure 28. Représentation schématique de «l’hypothèse du ratio de masse » (d’après Villeger, 2008). 
Parmi les espèces du pool régional seules certaines passent à travers les filtres abiotiques en fonction de 
leurs niches environnementales respectives (symbolisées par leur forme). Dans la communauté locale, les 
interactions biotiques constituent un autre filtre. Ainsi, une espèce (triangle noir) qui ne trouve ses 
ressources appropriées ne peut pas survivre. De même, l’espèce symbolisée par le rectangle noir est 
tellement affectée par ses prédateurs  qu’elle ne peut pas se développer. L’espèce symbolisée par le 
rectangle blanc est aussi affectée par la compétition (triangle blanc) qu’elle aussi ne peut proliférer dans 
ces conditions.  Au final les espèces majoritaires (triangle blanc) déterminent via leurs traits fonctionnels 
les processus écosystémiques 
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La possibilité d’effectuer un échantillonnage à haute fréquence par le CytoSense lors de 

campagnes océanographiques à l’image des campagnes DYPHYMA ou lors de campagnes 

régulières (IBTS, CAMANOC, PELGAS), ainsi qu’au moyen de l’implémentation de cette 

technique sur des navires d’opportunité comme les ferrys (qui auraient l’avantage de 

permettre des suivis réguliers plusieurs fois par jour), permettrait d’étudier la structuration des 

écosystèmes marins à plus grande échelle. Il serait alors certainement possible, à une échelle 

régionale, de comprendre les changements abrupts de composition (Chapitre III, IV) au 

niveau spatial,  ainsi que les mécanismes structurant l’écosystème. La connaissance 

taxonomique d’un milieu serait un plus permettant d’améliorer les associations traits 

fonctionnels – espèces, ainsi qu’une meilleure estimation des traits physiologiques via des 

mesures effectuées sur des cultures ciblant les espèces régionales voire sur des mesures 

physiologiques in situ (Houliez, 2012). Enfin, à l’image des études exploratrices actuelles 

dans ce domaine (Pomati et al., 2013 ; Fontana et al., 2014), l’utilisation des nombreux 

signaux optiques (FWS, SWS, FLR, FLO, FLY) en tant que trait fonctionnel, serait idéale 

pour observer la structure fonctionnelle d’un écosystème avec une précision non pas à 

l’échelle d’un groupe fonctionnel mais à l’échelle de la cellule. Les variables discrètes (i.e. 

Matériels et Méthodes) associées à chaque profil optique constituent, en effet,  une source 

importante d’information qui ne sont que faiblement exploitées (hormis le Total FLR, 

longueur FWS). Or ces variables peuvent être associées à des descripteurs morphologiques 

via les mesures de taille (FWS) et de structure interne (SWS),  et à des descripteurs 

physiologiques, via les mesures de fluorescence (FLR, FLO, FLY) des cellules 

phytoplanctoniques. Ainsi, l’utilisation des variables discrètes comme traits fonctionnels et 

leur analyse à haute fréquence, permettrait d’obtenir un très haut degré d’information sur les 

cellules phytoplanctoniques. 

Dans quelle mesure la cytométrie en flux peut-elle rendre compte de la dynamique 

phytoplanctonique? 

A l’heure actuelle, la cytométrie en flux regroupe  les cellules possédant les mêmes propriétés 

optiques. Cette approche fournit un moyen simplifié d’étudier les assemblages 

phytoplanctoniques en l’absence d’identification jusqu’à l’espèce. Ceci n’a pas empêché de 

souligner que le CytoSense pouvait permettre d’établir de nombreux critères fonctionnels. Au 
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cours des différents suivis présentés dans ce manuscrit, le CytoSense a permis de discriminer 

8 groupes phytoplanctoniques grâce à l’analyse manuelle des cytogrammes: 3 groupes 

picoplanctoniques (1-3 µm ; picoeucaryotes de faible (I) ou forte fluorescence rouge (II), 

Synechococcus spp.), 4 groupes nanoplanctoniques (5-20 μm ; Cryptophytes, 

coccolithophoridés, P. globosa haploïde et diploïde) et 1 groupe microplanctonique (>20 µm ; 

assimilé aux diatomées). Les résultats sur la discrimination des cellules de tailles inférieure à 

20 μm sont en accord avec des études réalisées, en milieu oligotrophe comme en 

Méditerranée (Thyssen et al., 2008) ou en Atlantique nord-est (Thyssen et al., 2009), à l’aide 

d’un CytoSub, version submersible du CytoSense. Concernant les groupes de cellules de 

Phaeocystis globosa, nos résultats sont en accord avec les observations de Rutten et al. (2005) 

et Guiselin (2010). Les intercomparaisons effectuées avec les autres techniques (HPLC, 

Fluoroprobe-AOA et microscopie; Chapitre III) ou lors du workshop au NIOZ avec d’autres 

cytomètres et microscopes (Matériel et Méthodes) ainsi que lors d’exercices et campagnes 

communes effectuées au cours du projet DYMAPHY (Thyssen et al., 2014a), tendent à 

montrer que la cytométrie en flux obtient des résultats très proches à la fois des techniques de 

référence mais aussi des  cytomètres classiques. Cependant, même si le CytoSense permet 

d’analyser un plus grand volume d’eau que les cytomètres classiques, afin d’augmenter la 

représentativité des cellules microphytoplanctoniques, une sous-estimation de ces cellules est 

toujours d’actualité.  Notamment par le fait que les chaînes et les colonies ne soient comptées 

qu’en tant qu’unique cellule.  De plus lors des campagnes in situ, l’utilisation d’un unique 

seuil de détection (FLR 10mV), a pu amplifier cette sous-estimation par remplissage 

prématuré des disques d’enregistrement du CytoSense par les petites cellules plus nombreuses 

au détriment des plus grandes. L’application d’un deuxième seuil de détection plus élevé, 

permettant de beaucoup moins compter  les cellules picoplanctoniques (et donc de ne pas 

saturer rapidement les disques), aurait permis d’analyser un plus grand nombre de cellules 

microphytoplacntoniques, mais cela au détriment de la résolution spatiale. Des améliorations 

techniques permettant d’augmenter la mémoire d’acquisition permettront peut-être de 

s’affranchir de cette situation, et d’analyser de plus grandes quantités de cellules et volumes 

d’eau.  

 

Le groupe du microphytoplancton est extrêmement diversifié et une discrimination visuelle 

par leur simple profil optique reste très difficile, d’autant qu’il n’y aurait pas assez d’individus 

ou colonies de chaque espèce pour réaliser un comptage statistiquement valable pour chacune 
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des espèces identifiées. Un couplage avec un système d’acquisition d’images, pourrait venir 

compléter et affiner la détermination semi-automatisée de la structure des communautés 

phytoplanctoniques (notamment pour le groupe du microphytoplancton). Certains  CytoSense 

sont équipés d’une caméra permettant de prendre en photo les cellules 

microphytoplanctoniques mais cette caméra ne peut être utilisée comme outil de comptage. 

Par contre à l’image de l’étude réalisée par Thyssen et al. (2014a), le système d’acquisition 

d’image incorporé au CytoSense peut être utile pour vérifier l’identité des cellules regroupées 

dans le cluster microphytoplancton. Par ailleurs, il existe différents types d’instruments 

automatisés spécialisés dans l‘acquisition et l’analyse d’images tels que le FlowCAM (Buskey 

et Hyatt, 2006) ou l’ImagingFlowCytoBot (Olson et Sosik, 2007)  qui permettent 

l’enregistrement d’images de toutes les cellules présentes en haute fréquence (Sosik et Olson 

2007) allant même jusqu’à détecter une efflorescence de Dinophysis (Swanson et al., 2010). 

Cependant la reconnaissance automatique des cellules reste encore un exercice difficile avec 

ce type d’instrument et des  taux d’erreur allant jusqu’à 100% peuvent être atteints selon les 

espèces. Des travaux sont en cours de réalisation (Denis, 2014) dans le cadre du projet 

FlowCAM PhytoImage afin de réduire ce taux d’erreur. Pour l’heure, une validation par un 

opérateur est donc encore nécessaire limitant l’intérêt de l’automatisation. Ces différentes 

techniques d’analyse d’images présentent un fort intérêt pout la détection et le comptage des 

cellules coloniales ou en chaînes. 

 

Des études ont été engagées dans ce sens afin, d’exploiter les profils optiques spécifiques aux 

cellules issus du CytoSense  (Rutten et al., 2005 ; Caillault et al., 2009 ; Wacquet et al., 

2011 ; Malkassian et al., 2011 ;) et automatiser la reconnaissance des différents groupes 

phytoplanctoniques. L’exploitation des résultats de Rutten a notamment permis de créer un 

logiciel (EasyClus©), logiciel amélioré au cours du projet DYMAPHY, qui se base sur une 

clusterisation manuelle non supervisée à l’origine, puis bénéficiant des identifications de 

clusters  comme base d’apprentissage (machine-learning). De même, dans le cadre du projet 

DYMAPHY, les chercheurs du LISIC ont également pu développer des outils informatiques 

et logiciels (GUI R-toolbox) discriminant plus finement les particules phytoplanctoniques. Le 

procédé d’identification proposé par le LISIC se base sur différents type d’approches : non 

supervisée, supervisée, semi-supervisée. Pour les approches semi- et supervisée,  l’expertise 

des collègues des différents laboratoires impliqués dans DYMAPHY, a permis  au cours de 

différents exercices d’intercalibrages et workshops d’étiqueter des profils optiques, c'est-à-
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dire attribuer à l’ensemble des différents profils optiques une nomenclature (P.globosa, 

Cryptophytes, sédiments, bulle d’air, etc) afin d’établir une bibliothèque de profils destinée à 

être enrichie et comparée aux futurs profils enregistrés. Pour la méthode non supervisée, les 

profils optiques sont comparés via une mesure de similarité et permettent ainsi une 

classification automatisée. Cet outil en cours de développement atteint des scores de 

ressemblances avec une clusterisation manuelle supérieure à 80%. Ce type de logiciel pourrait 

donner accès à la composition du phytoplancton en temps réel, élargissant ainsi le cadre de la 

cytométrie à la mise en place de stations d’observation pouvant alerter de la présence d’un 

groupe d’intérêt (espèces toxiques).  

La cytométrie en flux utilisée à haute résolution nous a permis de caractériser chaque cellule 

par son profil optique enregistré (pulse-shape recording). Cette technique, couplée avec des 

techniques d'enregistrement de paramètres hydrologiques et biogéochimiques à haute 

fréquence, ainsi qu'à des systèmes d'acquisition d'images des particules à haute fréquence et 

avec des techniques de séquençage in situ comme « l’Autonomous Microbial Genosensor » 

(Fries et al., 2007) ou « l’Environmental Sample Processor » (Scholin et al., 2009), 

permettrait d‘appréhender la dynamique du phytoplancton à des échelles spatiales et 

temporelles ainsi qu'à des résolutions taxonomiques de plus en plus fines. Les résultats 

obtenus montrent, bien qu'il s'agisse d'une technique ataxonomique, que la cytométrie en flux 

est un outil puissant permettant d'étudier la variabilité spatio-temporelle du phytoplancton et 

de comprendre quels forçages environnementaux influencent la structure des communauté
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Abondance mesurée en continu par cytométrie en flux au cours du Leg 1 

des campagnes DYPHYMA (20-21 Avril 2012) 

 

 

 

 

Fluorescence rouge mesurée en continu par cytométrie en flux au cours du Leg 1 

des campagnes DYPHYMA (20-21 Avril 2012) 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

Abondance mesurée en continu par cytométrie en flux au cours du Leg 3 

des campagnes DYPHYMA (31- 04 Juin 2012) 

 

 

Fluorescence rouge mesurée en continu par cytométrie en flux au cours du Leg 1 

des campagnes DYPHYMA (31- 04 Juin 2012) 
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Operational Common Protocol 
 

nr.: Dym01 

 

 

Water – Monitoring phytoplankton – Pulse shape recording Flow Cytometry  

 

 

1. Subject    

This protocol describes a method to count and determine the pigment fluorescence and light 

scatter characteristics of individual algae and other suspended particles in water using a pulse 

shape recording flow cytometer.  

 

2. The field of application 

The method is applicable for (suspended) particles in marine or fresh waters in the size range 

given by the manufacturer, between 1 µm and 800 µm in diameter and a few mm in length for 

specialized flow cytometers (CytoSense-Cytobuoy©-type). 

 

3. Terms and definitions 

Core  : narrow sample stream which carries particles through the detection zone 

FWS  : Forward light Scatter 

SWS  : Sideward light Scatter 

FL Green : Green Fluorescence 

FL Orange : Orange Fluorescence 

FL Yellow : Yellow Fluorescence 

FL Red  : Red Fluorescence  

PMT  : Photo Multiplier Tube 

Sheath flow : Flow of fluid used to focus particles in the laser beam with a constant flow rate. 

Sample flow : Flow of sample (in a core) which passes the detection zone (by the  

    sheath flow) at a specific flow rate. 

Triggering : The on/off decision making whether an event or signal should be further  

    processed. 

 

4. Principles of pulse shape recording flow cytometry 

The sample with suspended particles is brought in the instrument by a sample pump and 

transported by a sheath fluid to one or more focused laser beams. Particles pass the laser beam 

one by one according to a hydrodynamic or other used focusing principle. Each particle is 

illuminated by the laser resulting in light scattering and fluorescence dependent on if a particle 
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contains specific pigments (such as chlorophyll) or fluorescent dyes. These optical 

characteristics are detected by forward and sideward positioned light sensitive detectors 

(Diode and/or PMT), which discriminates in wave length regions (green, yellow, orange, red). 

Every particle passing through the laser is counted and the sample volume analyzed is 

controlled, allowing a robust estimation of an absolute concentration. The acquisition of 

multiple data points per particles results in a pulse shape optical fingerprint of the whole 

particle, in which features and internal structure are clearly visible. All optical fingerprints or 

derived variables, such as the maximum peak height or signal integrated over time, for each 

detected particle, are stored in a dedicated data-file. In some cases real time imaging of 

particles is applicable as an extra tool to facilitate particle identification. Data is analyzed 

afterwards by the clustering of similar fingerprints using either manual or automated clustering 

classifications methods. The total red fluorescence is a proxy of chlorophyll a content per cell.  

 

5. Consumables  

Sheath Fluid    : sample and sheath need to have similar osmotic and  

optical properties as compared to your sample. A common 

used method is to use 0.2 µm filtered sample water or 

isotonic water. In case of a system used, which recycles its 

sheath fluid by filtering into a two filter devise (1µm and 

0.45 µm filters), one should keep in mind that the sheath 

fluid should be refreshed regularly due to possible growth 

of microbial particles in the filters or tubing. It is possible 

also to add biocide to your sheath flow to prevent growth 

as much as possible. 

Calibration beads  : are necessary to calibrate and check the instrument 

regularly with respect to concentration, size and intensity. 

Calibration beads should meet the following requirements: 

- visible in most of the detectors  

- good short and long term stability 

- relevant size and fluorescence intensity . 

- not sticky 

- not overlapping with species fingerprints to be able 

to apply as internal standard 

Calibration beads stock solution  : Usually a stock solution is made which can be held stable  

for a period of time by diluting a known number of droplets 

of the high bead concentrate(s) in 0.2 µm sheath fluid 

solution or filtered 5% isotonic solution (same as sheath 

fluid). Biocide can be added to this stock. This stock should 
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be kept in dark in a refrigerator at 4oC and can be 

preserved during an experimental proven duration.  

Flush and Cleaning fluids  : Description of cleaning fluids that are used or  

recommended by the manufacturer to clean the internal 

fluidics such as the cuvette and inner tubing. 

 

6. Instruments and other tools 

Flow cytometer   : Description of the flow cytometer 

Refrigerator (4oC ±3oC)  : Type refrigerator and temperature should be checked 

  regularly 

Used water installation  : Description water installation used at laboratory. 

Pipettes    : Description pipettes types/manufacturer used at  

       Laboratory 

Software tools   : Software tools used for analyzing the flow cytometric data. 

 

7. Sampling 

Fresh unfixed samples are stored in (PE, glass) bottles and kept in dark at 4oC. It is recommended 

to transport samples in the dark at 4oC and to keep the sample as fresh (and representative) as 

possible by fast transport to the laboratory, because biological changes occur in living samples. 

Chemical fixation of samples is not recommended due to irreproducible fluorescence shifts. If 

longer sample transportation time is needed, there are three options: 

- chemical fixation; the operator should decide which protocol to use,  e.g. use 0.1-0.2%  

glutaraldehyde final concentration (Marie, Simon and Vaulot, 2005) or the 1% SOMLIT 

protocol. Be aware to use glutaraldehyde of high purity (for Scanning Electron Microscope) 

- instant online analysis on  board 

- keep the biological variation as low as possible by cooling in the dark at 4oC.  

- Samples that arrive at the laboratory should in general be kept in the dark at 4oC until 

analysis.  

  

8. Operational method 

8.1 Precautionary measure 

There are no extra precautionary measures needed compared to the local usual 

laboratory or on board precautionary measures. 

8.2 Pretreatment of the sample 

For standard analyses it is not necessary to pretreat a sample.  

8.3 Pretreatment of the instrument 

8.3.1 Switch on the power of the instrument 
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8.3.2 Rinse the instrument (with internal sheath fluid) as long as recommended by 

the manufacturer to be sure the instrument is clean inside. Usually the 

manufacturer has standard (software) flushing protocols to prepare the 

instrument for analysis.  

8.3.3 If possible, do a visual inspection for air bubbles in tubing or the cuvette   

8.3.4 The instrument (lasers) should warm up as long as recommended by the 

manufacturer to be sure the instrument is stable (usually within a few 

minutes).  

 

8.4 Check of the instrument 

 

8.4.1 Make a fresh solution of calibrations beads in 0.2 µm sheath fluid filtered or 

5% isotonic solution (same as sheath fluid) or use your diluted stock mix 

solution if you have demonstrated that it is stable during an assigned period 

(put end user date on this bottle).  

8.4.2 Use calibration beads to check the right alignment of your instrument and to 

validate the performance of the instrument. Use a mix of beads with known 

characteristics that are registered to be able to compare the performance, 

robustness, variation and stability of your instrument.  

8.4.3 Calibration beads are measured in triple, three times one after each other. 

Register the used software and instrumental settings, because they will affect 

the performance and output of the instrument (e.g. the measured 

concentration) at the same settings as used for the sample analyses. 

Critical settings: 

Triggering parameter : Record the parameter (and detector) that is used  

as a triggering parameter 

Threshold level  : Triggering level usually in mV that is the minimum  

height of signals that will be measured. Signals 

lower than this value will be ignored and not stored 

in the data file*. 

Triggering modus  : Some flow cytometers have specialized types of  

triggering. If so, register the use of triggering 

modus. 

Flush modus in between samples : Record what protocol is used to clean the  

instrument between samples (in order to prevent 

memory effects). 

Sample pump rate  : The used sample rate affects the number of  
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particles that traverse the laser per second and will 

have effect on the core width. The applied sample 

rate should be adapted to the maximum rate of 

particles that the system can handle.  

Minimum events or time measured: The number of particles needed to a have  

a representative analysis (10,000) in combination 

with the minimum analysis volume that the system 

can handle, should be registered. 

Nr of measures for each sample : Dependent on the variation, how many  

analysis do you need when analyzing a sample to 

have a representative result 

PMT – gain settings : Record the PMT and gain voltages 

 

*: Triggering parameters, levels and modus are dependent of the instrumental 

configuration and settings and software. 

In general the triggering settings follow two rules:  

I. Use light scatter respectively red or (other algae) fluorescence triggering 

separately to get information about the non-fluorescing and 

fluorescing particles in a sample. 

II. Use the most sensitive light scatter or fluorescence triggering level, 

whereby the electronic noise is just negligible and just above 3 times 

the standard deviation of the maximum noise level of the light scatter 

or FL Red detector (chlorophyll bandwidth detector) to enable the 

detection of the smallest picoplanktonic particles while preventing 

false positives. 

Increase the trigger level in case of interest in especially larger 

particles bigger than picoplankton and present at very low 

concentrations. A higher sample rate and volume is usually applied for 

larger sample particles.  

III. Some instruments can handle combined triggering, which could be useful 

in order to prevent the switching off of the 'chlorophyll'-trigger if there 

is an empty cell in a chain. 

IV. Realize that the measured concentration is based on the number of 

particles that are triggered in a certain volume. Colonies or chains of 

cells are counted as a single particle (=observation), because they 

passed the laser as a single (big) particle. 
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V. The trigger level is instrumental dependent, because it is affected by the 

type of used PMT, the used optical filters and mirrors, the used PMT 

gain and voltage and electronic noise.  

 

8.4.4 For Quick scan on stability: check outcome of beads in scatter plot protocols 

Register the performance e.g. in a calibration chart by projecting the mean 

and standard deviation of some critical parameters (scatter, red and orange 

fluorescence, beads concentration) of the beads cluster. 

8.4.5 Check or flush your instrument if the indicators are not performing well within 

ascertained limits. Realignment of the instrument should be performed only 

by a professional user if necessary. 

8.4.6 The frequency of the calibration beads check depends on the performance of 

your instrument. It is recommended to check the instrument on a regular 

basis during an analysis day i.e. at least at the beginning of the measurements, 

in the middle and at the end of the measurements. More calibration beads 

checks are necessary if instrumental fluctuations are observed. The addition 

of calibration beads as an internal standard in every sample is also possible, 

but be aware that this will affect the total fluorescence of your sample.  The 

same applies for the fluorescence coming from noise and/or Zooplankton 

particles that grazed the autotrophic plankton. 

8.4.7 Check the noise level by setting the trigger level as low as possible and sample 

0.2µm filtered water for ≥ 1 minute.  

8.4.8 The instrument is ready for the analysis of samples if the first level control e.g. 

calibration check with beads has been validated positive. 

  

8.5 Analysis of sample 

 

8.5.1 Take the sample out of the refrigerator and homogenize the sample by (very) 

slightly shaking the bottle by hand in order to bring settled (to the bottom) 

particles in suspension. 

8.5.2 Be aware that phytoplankton adapts itself to the ambient light conditions. Light 

adaptation will influence the measured fluorescence. So, keep the sample in 

dark for at least half an hour before analysis as a kind of standard normalization 

procedure to minimize the effect of light adaptation. Don’t leave sample 

unnecessary at the laboratory desk in light, but put it back in dark at 4oC. 

8.5.3 Take a subsample of the bottle in a clean (dark) container, which is washed with 

sample one time before. 

8.5.4 If the operator wants to use an internal standard in each sample, 
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add calibration beads in the sample. Calibration beads in the sample should not 

be too abundant, but should be well distinguished. We advise an average of 

100 beads per sample analyzed.   

Else check settings and performance by measuring a bead standard every x 

samples dependent on the assessed stability of the instrument. 

8.5.5 Dependent on the aim of the analysis (multiple) measurements with different 

settings can be performed,  register per sample  the  selected settings: 

Critical settings:  

o Triggering parameter 

o Triggering parameter level 

o Triggering modus 

o Flush modus 

o Applied sample pump rate* 

o Maximum events or time measured 

o Nr of measures 

 

* Use a default sample pump rate if possible to prevent variation due to the 

different sample rates. The rate should be decreased however, if the particles 

concentration (or particles per second rate) is high (> 1500 s-1) to prevent 

coincidence. Coincidence is the phenomenon that two particles are measured 

as one bigger particle because they are close behind each other. 

Use a higher sample rate, if the concentration is very low (and thus analysis 

time is long) or if the requested sample volume is high (e.g. 5 ml). Usual applied 

sample volumes are 1 ml to keep the analysis time acceptable. Higher sample 

rates will enlarge the core diameter, i.e. the flow of particles that are 

transported in file across the laser. A larger core width will cause more 

variation because the percentage of particles that pass across the laser focus 

edges (just a bit out of focus) will increase.  

 

8.6  Recommended actions during analysis 

o Keep your sample homogenized during the analysis (there are gentle 

homogenizing stirrers available).  

o Check the current particle counting rate. If it is too high (e.g. >1500 s-1) there is a 

high chance of coincidence. 

o Check the relative contribution of larger particles. If their contribution is very 

small, try a higher sample volume (if necessary combined with higher sample 

rate) to have statistically acceptable number of bigger particles (should be more 

than 100 counted per sample per cluster) 
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o Check the shape of clusters in scatter plots or histograms or check the presence 

of unexpected clusters/histograms. Unexpected results might indicate that the 

instrument is not working properly e.g. due to air bubbles or clogging. 

 

8.7 After sample analysis 

Register meta-information such as details and observations of the sample (color, not 

clear, delayed transport etc.) or analysis day (hot day, air-conditioning lab broken, 

instrument showed rare events) in your samples-logbook.  

 

8.8 Closing the whole day analysis 

Leave the instrument clean by using an instrumental cleaning protocol.  

If the instrument will be left for a longer period, it is recommended to leave biocide in 

the internal fluidic tubing and filters. 

 

8.9 Data Storage 

Storage and backup of raw data. 

Use consequent filenames for storage, which includes useful information, like 

'sampleseriesname_institutemeasured_sampleID_trigger_samplepumprate_date_time.extensio

n' 

Also include file with software version used to gather files. Backup all versions of 

software that are used to enable to reprocess or check the raw data later. 

 

9. Identification and quantitative results 

Description, software and formulas used to process output parameters from raw data. 

 

Concentration = events / volume 

Fluorescence = cumulative fluorescence per event / volume 

Length = Length FWS 

Etc. 

 

10. Output parameters 

The output format should be a default format that can be imported in different types of 

databases such as ascii.csv or txt. 

The following default output format and variables are recommended: 

File-id, date, location, time of analysis, instrument id, volume measured, nr of particles 

measured, totals, totals by size distribution (automated clustering methods), found 

clusters, nr of events per cluster, totals per cluster, possible species. 
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An extra normalized output with the same features is possible. Normalization can be 

carried out by using standard beads. There is still an ongoing discussion about how 

exactly should one normalize.  

 

11. Quality Assurance 

o Calibration charts of beads should be used for every FCM analysis day. 
Parameters such as concentration (part ml-1, Total FWS-SWS-FL’s ml-1) should be 
registered as well as the warning and action limits. 

o Sheath fluid rate should be checked regularly (before each new sets of 

experiments if not used since more than one or two weeks; or after any change 

in beads properties). 

o Filters filling should be checked regularly, especially when air could have been 

analysed by inadvertently 

o Sample fluid rate should be checked regularly (1 time per year) and always after 

replacing tubing. 

o Maintenance and service of the flow cytometric instrument is recommended e.g. 

change of tubing (fouling internal tubing walls), replacing of 0.2 and 0.45 µm 

internal filters, check of alignment and laser powers, pump speeds. A 

maintenance report should be available. It is recommended to register the 

performance of the instrument by using the standard calibration beads and 

compare the post-service-performance with the pre-service-performance. 

 

 

12. Safety 

Lasers used have class 3B. They are well covered and protected, but be aware that eyes 

need to be protected by laser proof glasses if the instrument is open and protection 

covers are removed. 

 

13. References 

o Marie, D., Simon, N., & Vaulot, D. (2005). Phytoplankton cell counting by flow 

cytometry. Algal culturing techniques, 253-268.  

o SOMLIT :Service d’Observation du Milieu LiTtoral/ Coastal Environmental 

Monitoring Service 

o https://www.Cytobuoy.com 

o https://www.Dymaphy.eu 
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Chapitre III : Intercomparaison de techniques d’analyses du phytoplancton marin 
 
 

 

Figure 24. Distribution des groupes  phytoplanctoniques enregistrés en continu, exprimés en 
concentration cellulaire et  fluorescence relative (cytométrie en flux, haut et centre) et en équivalents de 
chlorophylle a (Fluorimétrie spectrale, bas) – campagne DYPHYMA – Leg 2, Manche Orientale, 27-29 
avril 2012  
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Chapitre IV : Suivi saisonnier du phytoplancton sur une radiale côte-large… 
 

 

The permutation test carried out on the between-station analysis showed a significant 

difference in the spatial distribution of phytoplankton assemblages (p<0.0001). This spatial 

variability contributed only to 21% of the total data variability in phytoplankton abundance 

data during the period studied. The first and second axis of the between-station analysis 

explained 75 and 9% of the total data variability (Fig.5A). The first axis showed 

Synechococcus spp. abundance increasing gradually towards offshore, while Diatoms-like, 

Coccolithophores, picoeucaryotes II and, to a lesser extent, the haploid stage of P. globosa 

abundance, decreased (Fig.5A, 5B). Cryptophytes and picoeukaryotes I groups presented also 

on some occasions an offshore-inshore gradient depending on the season and thus, it was not 

significant for all the sampling period. Distinct phytoplankton assemblages were highlighted 

relatively to the station’s position by the HAC with Ward’s method, discriminating stations 

S1, S2, and S3; stations S4, S5, and S6; and stations S7, S8, and S9 (Fig.5B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5. Between-station PCA analysis of phytoplankton assemblages. A. Projection of the variables on 
the first factorial plane explaining 84% of the total inertia. B. Projection of the sampling stations. Note the 
different scales. Dark and light grey, and colorless symbols correspond to the three groups of stations 
revealed by the HAC with Ward’ method of the station coordinates onto the factorial map 

 

The HAC with Ward’s method of the phytoplankton cluster coordinates projected onto the 

factorial map allowed distinguishing five phytoplankton groups, all contributing significantly 

to the seasonal structure: (1) Cryptophytes and Coccolithophores, on the lower side of the 
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Chapitre V : Relation entre les traits fonctionnels et la structuration temporelle… 
 
 

 

3.2. Changes in functional identity and diversity along the axis of functional differentiation 

 

Ecological strategies reflected by the primary axis of functional differentiation are represented 

by the scores of phytoplankton groups on the RLQ axis. We used these scores to relate the 

various ecological strategies to various functional diversity indices and functional identity (or 

CMW), in an attempt to reveal different mechanisms of phytoplankton community assembly. 

 

Single-trait community-weighted means (CWM) of the 6 relevant traits previously 

highlighted from the RLQ analysis showed significant variations with the RLQ1 (Fig. 2). 

Accordingly, CMW for traits characterizing competitive capability (S/V ratio, αµ, and Naff) 

for limiting conditions showed significant decreases along the axis of functional 

differentiation, whereas CWM for µmax, Ek, and C/N cell content showed the inverse.  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. Abundance-weighted means (CWM) in phytoplankton communities along the resource gradient  
 
 
Figure 2. Abundance-weighted means (CWM) in phytoplankton communities along the resource gradient 
(RLQ1) for the six functional traits revealed by RLQ analysis (S/V ratio, C/N ratio cell content, maximal 
growth rate [µmax12°C, day-1], the initial slope of the growth-light curve [aµ, µE-1 m2 s day-1], the onset of 
light saturation under non-limiting nutrients conditions [Ek, µmolE m-2 s-1], and affinity for nitrates [Naff, 
log µmol-1 day-1]. Black lines represent significant regression (*p < 0.05, **p < 0.005, ***p <0.0001). N: 
nutrient concentrations, PAR: light intensity for phytoplankton growth, +: high, -: low 
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