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RESUME 

 
 Les coccolithophoridés sont des microalgues unicellulaires calcifiantes qui jouent un rôle 

important dans le cycle du carbone océanique via leurs processus cellulaires de photosynthèse (puits 

de CO2) et de calcification (source de CO2). L’espèce la plus abondante dans l’océan moderne est 

l’espèce cosmopolite Emiliania huxleyi, qui est caractérisée par une forte tolérance à de larges 

gammes de température, d’irradiance et de concentrations en nutriments. La distribution d’E. huxleyi 

qui s’étend des régions subarctiques aux régions subéquatoriales et des eaux eutrophes aux eaux 

oligotrophes en fait l’espèce de coccolithophoridés la plus étudiée jusqu’à présent. Cependant, sa 

réponse physiologique à des conditions environnementales clés comme la co-limitation en lumière et 

en nutriments reste peu étudiée, que ce soit in situ, où ces conditions sont rencontrées dans les 

niches profondes de coccolithophoridés des gyres oligotrophes, ou en laboratoire. J’ai ainsi réalisé 

des expériences de culture et une approche de modélisation numérique afin d’étudier la réponse 

physiologique d’E. huxleyi en conditions de limitation en nutriments et en lumière, avec pour objectif 

d’améliorer notre compréhension du contrôle environnemental des niches profondes de 

coccolithophoridés.  

La première partie de cette thèse a été dédiée à des expériences de culture en batch réalisées à 

la Station Biologique de Roscoff afin de tester la co-limitation en lumière et en nutriments (nitrate et 

phosphate) avec une souche d’E. huxleyi isolée dans le gyre Pacifique-Sud (transect BIOSOPE). Ces 

expériences ont permis l’étude de la morphologie et des taux métaboliques d’E. huxleyi dans ces 

conditions de co-limitation, qui n’ont quasiment jamais été testées avant ce travail. Cette étude en 

laboratoire a montré que les effets de co-limitation en lumière et nutriments sont différents des 

effets des limitations séparées. Un modèle physiologique simple basé sur la théorie de Droop a été 

appliqué aux expériences de culture afin d’obtenir les valeurs de paramètres physiologiques pour E. 

huxleyi comme la constante de demi-saturation pour l’assimilation en nutriment et le taux 

d’assimilation maximum. Ces paramètres physiologiques sont plus communément obtenus à partir 

d’expériences en chemostat plus coûteuses et plus longues. Mon approche fournit une procédure 

simple et rapide pour estimer ces paramètres fondamentaux dont les valeurs obtenues sont en 

accord avec celles disponibles dans la littérature pour les coccolithophoridés et mettent en évidence 

leur forte affinité pour les nutriments et leur fort taux de croissance maximal par rapport à d’autres 

groupes phytoplanctoniques. Cette capacité à croître dans des environnements si différents est 

confirmée par l’existence de niches profondes telle que celle du gyre Pacifique-Sud observée 

pendant la campagne BIOSOPE. Cette niche, caractérisée par une forte communauté d’Isochrysidales 

comme E. huxleyi, Gephyrocapsa sp. et Reticulofenestra sp., a été étudiée dans la troisième partie de 

cette thèse. Combinant les paramètres physiologiques et les données biogéochimiques in situ, une 

approche analytique a été utilisée pour estimer le taux de croissance et le taux de calcification d’E. 

huxleyi le long du transect BIOSOPE, montrant que les principaux facteurs environnementaux 

contrôlant ces deux taux métaboliques sont la disponibilité en nitrate et en lumière. 

Mots clés : Coccolithophoridés ; Emiliania huxleyi ; Co-limitation ; Nutriments et lumière ; 
Physiologie ; Modèle de Droop ; Paramètres physiologiques ; Gyre Pacifique-Sud ; BIOSOPE. 



 



ABSTRACT 

 
Coccolithophores are unicellular calcifying marine algae that play an important role in the 

oceanic carbon cycle via their cellular processes of photosynthesis (a CO2 sink) and calcification (a CO2 

source). The most abundant coccolithophore species in the modern ocean is the cosmopolitan species 

Emiliania huxleyi that is characterized by a strong tolerance to a wide range of light, nutrient and 

temperature conditions. The distribution of Emiliania huxleyi from subarctic to subequatorial regions 

and from eutrophic to oligotrophic waters makes it the most widely studied coccolithophore species. 

However, its physiologic response under key environmental conditions such as the co-limitation of 

light and nutrients remains poorly investigated, both in the laboratory and in the field, such as in deep 

niches of coccolithophores in oceanic gyres. I conducted laboratory culture and numerical modeling 

experiments to understand the controls on the physiology of Emiliania huxleyi in low-nutrient and 

low-light conditions, with the aim of better understanding environmental controls on deep ecological 

niches of coccolithophores. 

The first part of this thesis was dedicated to batch cultures experiments carried out at the Station 

Biologique de Roscoff to test the co-limitation of nutrients (nitrate and phosphate) and light with an 

E. huxleyi strain isolated from the BIOSOPE transect (South Pacific Gyre). These experiments allowed 

the investigation of the morphology and metabolic rates of E. huxleyi under co-limitation; this had 

been very little investigated prior to this study. This laboratory study showed that the effect of co-

limitation of nutrients and light are different from the effect of separate limitation, in terms of both 

the physiological and morphological response. A simple physiological model based on the Droop 

theory was applied to the culture experiments to obtain physiological parameters characteristic of E. 

huxleyi such as the half-saturation constant for nutrient uptake and the maximum nutrient uptake 

rate. These physiological parameters are usually obtained in more costly and time-consuming 

chemostat experiments. My approach provides a rapid, simpler procedure to estimate these 

fundamental parameters. The physiological parameter values obtained are consistent with those 

found in the coccolithophore literature and highlight their high affinity for nutrients and high 

maximum growth rate compared to other phytoplankton groups. Evidence of this capacity to grow in 

different environments can be found, for example, in the deep niche reported in the South-Pacific 

Gyre during the BIOSOPE cruise. This niche of coccolithophores, characterized by a strong community 

of Isochrysidales such as E. huxleyi, Gephyrocapsa sp. and Reticulofenestra sp., was investigated in the 

third part of this thesis. Combining physiological parameters and in situ biogeochemical data, I used a 

modeling approach to estimate the potential growth and calcification rates for E. huxleyi along the 

BIOSOPE transect, showing that the main environmental controls on these two important metabolic 

rates in this transect are light and nitrate availability. 

 

Keywords : Coccolithophores ; Emiliania huxleyi ; Co-limitation; Nutrients and light; Physiology; 

Droop model ; Physiological parameters; South-Pacific Gyre; BIOSOPE.
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PREAMBULE 

Environ 70 % de la surface de la Terre est recouverte par les océans où la vie est 

extrêmement diversifiée (Angel, 1993), des grands mammifères marins aux virus invisibles à 

l’œil nu. Quoique majoritairement microscopique, le plancton marin représente l’essentiel de la 

biomasse des océans, soit 98 %, alors que les 2 % de matière vivante restants dans l’océan sont 

dus aux mammifères marins, céphalopodes ou poissons (Sheldon et al., 1972). Les organismes 

planctoniques, regroupant les virus, les bactéries, les êtres unicellulaires eucaryotes (ou 

« protistes ») ou multicellulaires, dérivent au gré des courants et s’étendent sur une large 

gamme de taille, du méga- au pico-plancton (Figure I.1) (Sieburth, 1979). Certains d’entre eux, 

appelés le phytoplancton, sont capables d’effectuer la photosynthèse en utilisant l’énergie du 

soleil pour synthétiser leur propre matière organique alors que d’autres organismes 

planctoniques se préfèreront hétérotrophes ou même mixotrophes, combinant une activité 

autotrophique et hétérotrophique (Caron et al., 2012). Ce plancton végétal ou phytoplancton, 

en tant que producteur primaire marin, se retrouve à la base du développement de réseaux 

trophiques supérieurs et constitue la nourriture d’autres êtres unicellulaires, tels que les 

protistes animaux comme les radiolaires ou les foraminifères. Par l’absorption de gaz 

carbonique et/ou la séquestration du carbone organique vers l’océan profond, le plancton 

marin joue un rôle primordial dans la pompe biologique du carbone et est un outil précieux 

pour l’étude du changement climatique.  

 

Figure I.1 : Classification du plancton en différentes classes de tailles. Figure prise dans Biard 

(2015). 
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Dans ce chapitre sera tout d’abord décrit le groupe des coccolithophoridés dans son 

ensemble, sa découverte, sa distribution géographique et son importance écologique. Ensuite 

l’espèce E. huxleyi, espèce étudiée dans cette thèse, sera présentée plus en détail ainsi que la 

connaissance actuelle de sa physiologie. Puis seront exposés les types d’approches utilisées 

pour l’étude de la physiologie des coccolithophoridés vivants. Enfin, l’ensemble des concepts 

exposés dans ce chapitre permettront d’introduire les objectifs de cette thèse, les méthodes 

utilisées pour y répondre et le plan du manuscrit. 

 

 

1. Les Coccolithophoridés : nannoplancton calcaire 

1.1 Taxonomie et découverte 

Les coccolithophoridés sont des organismes eucaryotes unicellulaires, marins et 

phytoplanctoniques. Ils font partie du groupe des Haptophytes, de la classe des 

Coccolithophyceae et de la sous-classe des Prymnesiophyceae (Hibberd, 1976). La phylogénie 

complète est disponible sur le site web AlgaeBase1. Les coccolithophoridés, aussi nommés par 

l’anglicisme « coccolithophores », font partie du nannoplancton, c'est-à-dire du plancton de 

taille inférieure à 20 µm et supérieure à 2 µm (Figure I.1). Ils sont formés par une cellule 

entourée de petites plaques calcaires de différentes formes selon les espèces, appelées les 

coccolithes. Les espèces sont notamment différenciées par les propriétés cristallographiques et 

optiques des coccolithes (Young and Bown, 1991). L’ensemble des plaques calcaires entourant 

la cellule s’appelle la coccosphère. La taille des coccolithes varie de 1 à 10 µm (Young and 

Henriksen, 2003) et le diamètre des coccosphères d’environ 1 à 30 µm (de Vargas et al., 2007). 

Les premières observations de coccolithes ont été faites en 1836 par Christian Gottfried 

Ehrenberg (1836), appelé « fondateur de la micropaléontologie », dans des échantillons de 

sédiments de la Mer Baltique où il décrivit de minuscules objets elliptiques. Il leur attribua alors 

une origine inorganique. En 1857, la Marine Américaine envoya des échantillons de sédiments 

de l’Atlantique Nord au biologiste Thomas Huxley (Pienaar, 1994) qui y trouva « une multitude 

de très curieux objets arrondis ». Huxley confirma alors l’hypothèse d’Ehrenberg, comme quoi 

ces petits objets seraient d’origine inorganique et les nomma alors « coccolithes » (du grec 

κόκκος qui signifie « de forme arrondie » ou « grain » et λίθος qui signifie « pierre »).  

C’est en 1861 que Georges Charles Wallich découvrit les premières coccosphères entières 

qu’il illustra pour la première fois comme représenté par la Figure I.2. Par la suite, John Murray 

et ses collègues, pendant l’expédition du Challenger (1872-1876), décrivirent les coccosphères 

                                                           
1
 http://www.algaebase.org/ 

http://www.algaebase.org/


INTRODUCTION GENERALE 

5 
 

comme étant l’exosquelette d’une algue calcifiante (Murray and Renard, 1891). A partir de ces 

années-là, les découvertes et les recherches se succédèrent pour comprendre le lien entre les 

coccolithes et les coccosphères, identifier les différentes espèces trouvées dans la colonne 

d’eau et dans les sédiments, et définir l’utilité des coccolithes. 

 

 

Figure I.2 : Premières illustrations et observations de coccosphères par Wallich (1861). 

 

Le terme de « nannoplancton » fut proposé pour la première fois par H. Lohmann en 1902 

afin de décrire le plancton de petite taille passant à travers une maille de filet à phytoplancton 

de 45-60 µm (Pienaar, 1994). Au début du XXe siècle, d’intenses travaux ont commencé à se 

systématiser sur le nannoplancton calcifiant, dont les coccolithophoridés, et plusieurs 

scientifiques dont H. Lohmann s’attelèrent à élaborer une description du nannoplancton 

calcifiant vivant, ainsi que de quelques fossiles (Siesser, 1994). L’arrivée de nouvelles techniques 

de microscopie dans les années 1950 a permis d’observer et d’illustrer un grand nombre 

d’organismes et d’améliorer la connaissance des espèces du groupe du nannoplancton, difficiles 

à observer avec précision avant ces années-là. Depuis les années 60-70, le microscope 

électronique à balayage est devenu un outil très utilisé, en complément du microscope optique, 

afin d ‘étudier, d’identifier et d’illustrer le nannoplancton calcaire et sa morphostructure.  

 

 

1.2 Morphologie et fonction des coccolithes 

La morphologie des coccolithes est très diversifiée et sert de critère taxonomique. Il existe 

deux grands groupes de coccolithes : les holococcolithes et les hétérococcolithes (voir Figure 

I.3). Les holococcolithes sont composés de nombreux petits cristaux automorphes et seraient 

formés par une calcification extracellulaire (Young, 1989). Les hétérococcolithes, plus communs, 

sont composés d’une série radiale d’unités de cristaux complexes, sont biominéralisés 

intracellulairement et ensuite excrétés par la cellule pour former la coccosphère (Pienaar, 1994; 

Young et al., 1997).  
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La grande diversité morphologique qui existe entre les coccolithophoridés mais aussi au 

sein du groupe des hétérococcolithes est mise en avant par la Figure I.3. De plus, la Figure I.4 

représente la diversité morphologique des coccosphères portant des hétérococcolithes et nous 

permet de voir la variation de taille entre les différentes espèces de la sous-classe 

Calcihaptophycidae (de Vargas et al., 2007), dont font partie plusieurs espèces de 

coccolithophoridés qui dominent dans l’océan moderne (ex. E. huxleyi, Gephyrocapsa sp., 

Coccolithus pelagicus …). Les coccosphères composées d’hétérococcolithes sont formées par 

des assemblages de coccolithes qui peuvent être divers : certains s’emboitent comme les 

placolithes et d’autres se juxtaposent sans aucune interconnexion avec le coccolithe adjacent 

comme par exemple les caneolithes et les rhabdolithes (Figure I.3). 

 

 

 

Figure I.3 : Différents types de coccosphères et de coccolithes (Guerreiro, 2013). A) Emiliania 

huxleyi, B) Helicosphaera carteri, C) Syracosphaera pulchra, D) Rhabdosphaera clavigera, E) 

Umbellosphaera tenuis, F) Braarudospharea bigelowii et G) Syracolithus schilleri.  

 

La fonction des coccolithes est encore mal comprise. Young (1994) suggère quatre 

hypothèses pour expliquer l’existence des coccolithes et la formation de ces coccosphères. 

Premièrement, les coccolithes pourraient être une protection contre la prédation, contre les 

dommages physiques ou contre les bactéries, et/ou contre les chocs chimiques, osmotiques ou 

mécaniques (Manton, 1986). Deuxièmement, ils pourraient être impliqués dans la régulation de 
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densité et de flottabilité de la cellule, afin d’accélérer ou de décélérer la sédimentation des 

coccosphères. Troisièmement, la coccosphère peut avoir une fonction biochimique pour les 

cellules de par le lien physiologique qui pourrait exister entre la photosynthèse et la calcification 

où le dioxyde de carbone CO2, produit par la calcification, serait utilisé par la photosynthèse 

(voir partie 1.4). Ainsi la calcification réduirait le coût énergétique de la photosynthèse (Sikes et 

al., 1980). Quatrièmement, les coccolithes pourraient permettre à la cellule de réguler la 

quantité de lumière qu’elle reçoit, soit en la réfléchissant dans la colonne d’eau soit en la 

réfractant dans la cellule, permettant aux coccolithophoridés de s‘adapter à une large gamme 

d’irradiances (Winter et al., 1994). 

 

 

 

Figure I.4 : Diversité morphostructurale des coccosphères existantes et leurs hétérococcolithes. Ici 

sont représentées les morphostructures observées dans la sous-classe Calcihaptophycidae introduite 

par de Vargas et al. (2007). A) Helicosphaera carteri, B) Algirosphaera robusta, C) Coccolithus 

pelagicus, D) Emiliania huxleyi, E) Florisphaera profunda, F) Syracosphaera pulchra, G) 

Scyphosphaera apsteinii et H) Pontosphaera japonica. Figure de de Vargas et al. (2007). 
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1.3 Le cycle de vie des Coccolithophoridés 

Le cycle de  vie des coccolithophoridés est hétéromorphique2, avec deux phases bien 

distinctes : la phase diploïde où les cellules produisent des hétérococcolithes et sont non 

mobiles (sans flagelle) et la phase haploïde où elles produisent soit des holococcolithes, soit 

aucun coccolithe et sont non calcifiées (Young et al., 2005). Lors de la phase haploïde, les 

cellules ont des flagelles et sont donc mobiles (Billard and Inouye, 2004; Houdan et al., 2003).  

 

Figure I.5 : Représentation schématique du cycle de vie des coccolithophoridés. Phases diploïde et 

haploïde qui produisent respectivement des hétérococcolithes et des holococcolithes (ou des 

cellules non calcifiées comme E. huxleyi en phase haploïde). Avec en A) Calcidiscus leptoporus et en 

B) Calcidiscus quadriperforatus. La combinaison des deux est montrée au milieu et représente une 

étape de transition entre les deux phases (Young et al., 2005). La syngamie (fusion des gamètes) se 

traduit par la superposition des holococcolithes sur les hétérococcolithes comme montré sur la 

photo en bas de la figure (prise en microscopie électronique à balayage: MEB). Figure prise dans 

Young and Henriksen (2003). 

 

Les hétérococcolithes et les holococcolithes sont produits par une seule espèce dans des 

phases différentes de son cycle de vie (Figure I.5) mais peuvent aussi être présents 

                                                           
2
 Qui présente des formes très différentes chez une même espèce. 
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simultanément chez certaines espèces, ce qui a amené la communauté scientifique à revisiter la 

taxonomie (Young et al., 2003). Ce cycle de vie est représenté par la Figure I.5 où le processus 

de méiose (processus se déroulant durant l'élaboration des gamètes3 chez les espèces 

dites diploïdes) amène les cellules dans une phase haploïde. Chacune de ces deux phases sont 

capables de se reproduire de façon asexuée. 

Sur approximativement 300 espèces d’Haptophytes présentes dans l’océan moderne, 

environ 200 sont des coccolithophoridés (Billard and Inouye, 2004; Young et al., 2003) et ceci 

contribue fortement à la biodiversité de ce groupe (Jordan and Chamberlain, 1997). Parmi ces 

200 coccolithophoridés, certains sont non calcifiants (que ce soit à un des stades de leur vie ou 

pendant les deux phases décrites précédemment), notamment chez les familles des 

Noelaerhabdaceae, des Hymenomonadaceae et des Pleurochrysidaceae (Young et al., 2003). Le 

cycle de vie des coccolithophoridés a été largement étudié en culture en laboratoire et sous 

l’effet de différentes conditions environnementales (ex. Fiorini et al., 2011; Predotti, 2012), ainsi 

sa compréhension fait partie des intérêts majeurs de la recherche sur les coccolithophoridés.  

 

 

1.4 Le rôle biogéochimique des Coccolithophoridés  

Par leurs processus physiologiques de photosynthèse et de calcification, les 

coccolithophoridés jouent un rôle important dans le cycle biogéochimique du carbone de 

l’océan actuel (Rost and Riebesell, 2004). Leur rôle est également évoqué, même si c’est avec un 

degré de certitude moindre, comme facteur de régulation du flux de CO2 entre l’océan et 

l’atmosphère (Rost and Riebesell, 2004). Du fait de leur longue histoire évolutive (apparus il y a 

200 millions d’années), les coccolithophoridés ont probablement joué un rôle important dans le 

cycle biogéochimique du carbone dans l’océan ancien (Bown, 2005).  

Pendant le processus de photosynthèse, les coccolithophoridés utilisent la lumière comme 

source d’énergie pour synthétiser du carbone organique à partir du dioxyde de carbone (CO2) 

dissous dans l’eau (équation I-1). Ils contribuent à plus de 10 % de la production primaire 

marine nette qui compte au total pour environ 50 PgC par an (Field et al., 1998; Poulton et al., 

2007). Après la mort des cellules, une partie de la matière organique ainsi formée par les 

coccolithophoridés est exportée de l’océan de surface vers l’océan profond (> 200 m). Ainsi, les 

coccolithophoridés participent à la pompe biologique du carbone qui est le principal puits de 

carbone dans l’océan de surface (Rost and Riebesell, 2004) (voir Figure I.6). En effet, environ 

25% du carbone fixé par le phytoplancton est exporté vers l’océan profond (Falkowski et al., 

                                                           
3
 Cellule reproductrice arrivée à maturité, capable de fusionner avec un autre gamète. 
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2000), alors que les 75% restant sont minéralisés par les microorganismes et restent sous forme 

minérale dans l’océan de surface. 

 

Photosynthèse:                                                                                                                           (I-1) 

 

Pendant le processus de calcification, les coccolithophoridés forment la calcite (CaCO3) des 

coccolithes à partir des ions Ca2+ et HCO3
- dissous dans l’eau (équation I-2). Contrairement à la 

photosynthèse, le processus de calcification induit une augmentation de la concentration de 

CO2 dissous dans l’eau. On appelle donc ce processus la « contre-pompe » des carbonates (Rost 

and Riebesell, 2004). La calcification est le troisième processus principal au sein du cycle du 

carbone océanique (Falkowski et al., 2000). Les coccolithophoridés sont responsables d’environ 

la moitié de la production océanique des carbonates (Broecker and Clark, 2009) et forment ainsi 

un maillon primordial dans la pompe des carbonates. 

 

Calcification:                                
                                                       (I-2)                               

 

La calcite est la forme la plus stable de carbonate de calcium et est produite dans l’océan 

pélagique en grande partie par les coccolithophoridés (Broecker and Clark, 2009). Après la mort 

de l’organisme, les coccolithes vont être exportés vers l’océan profond en tant que particules 

indépendantes ou inclues dans des pellets (de Vargas et al., 2007). Exposés à l’eau ambiante, ils 

pourront subir une dissolution si l’eau est sous-saturée par rapport à la calcite. Le degré de 

saturation par rapport à la calcite dépend de la concentration des ions Ca2+ et CO3
2- et de la 

constante de solubilité stœchiométrique de la calcite, Ksp, elle-même dépendante de la 

température, de la salinité et de la pression (Zeebe et Wolf-Gladrow, 2001) : 

 

    
          

   

   
                                                        (I-3) 

Avec Ksp la constante de solubilité stœchiométrique de la calcite (Mucci, 1983; Zeebe and Wolf-

Gladrow, 2001). Dans l’océan moderne, la concentration de calcium est considérée constante 

(ne varie qu’avec la salinité), ainsi la concentration en ions carbonates est la seule variable de 

l’équation I-3. La calcite sera dissoute lorsque l’état de saturation (ΩCa) sera inferieur à 1 (eaux 

sous-saturées), alors que la calcite sera thermodynamiquement stable (pas de dissolution) si 

l’état de saturation est supérieur à 1 (eaux sursaturées). La valeur de la constante de solubilité 

Ksp augmente fortement avec la profondeur, avec la diminution de la température et 
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l’augmentation de la pression dans l’océan, de façon telle que l’état de saturation de l’océan par 

rapport à la calcite diminue avec la profondeur (Gangstø et al., 2008; Zeebe and Wolf-Gladrow, 

2001). La profondeur en dessous de laquelle toute la calcite est dissoute, et qui correspond 

alors à une constante de saturation de la calcite ΩCa inférieure à 1 (Figure I.6), s’appelle la 

Profondeur de Compensation des Carbonates (en anglais, CCD : « Carbonates Compensation 

Depth »). En se dissolvant, les coccolithes libèrent le Ca2+ et le CO3
2-, ce dernier augmentant 

l’alcalinité des eaux et contribuant à redistribuer l’alcalinité à l’échelle de l’océan global. 

 

Les coccolithophoridés sont capables de faire de vastes efflorescences à la surface des 

océans pouvant recouvrir une surface supérieure à 100 000 km² (Brown and Yoder, 1994) et 

visibles depuis les satellites grâce aux propriétés optiques importantes des coccolithes 

permettant la réflexion de la lumière incidente. Ces efflorescences printanières ont un impact 

direct sur les flux de dioxyde de carbone (CO2) à l’interface air-océan, notamment celles de 

l’Atlantique-Nord (Shutler et al., 2013; Sabine et al. 2004). Sur les 30% d’émissions de CO2 

anthropiques enfouis annuellement dans l’océan global, environ un quart est absorbé par 

l’Atlantique-Nord (Sabine et al., 2004). Les évènements d’efflorescence de l’espèce Emiliania 

huxleyi dans l’Atlantique-Nord ont montré, sur dix années de données, une capacité à 

augmenter la pCO2 dans les eaux de surface et par conséquent, réduire le flux air-mer de CO2 

(Shutler et al., 2013). Cette réduction du flux peut persister durant 6 mois, ou plus, après 

l’extinction de l’efflorescence et Shutler et al. (2013) estiment que ces efflorescences 

printanières peuvent réduire de 3 à 28% le puits net de CO2 de l’Atlantique-Nord. 

A la fois source et puits de CO2, les coccolithophoridés ont donc un double effet sur le flux 

de CO2 vers l’océan qui dépend du rapport entre la production de carbone organique 

particulaire (POC : « Particulate organic carbon ») réalisée par la photosynthèse et celle de 

carbone inorganique particulaire (PIC : « Particulate inorganic carbon ») réalisée par la 

calcification (Shutler et al., 2013). 

Les coccolithophoridés participent aussi au cycle biogéochimique du soufre puisqu’ils sont 

un des organismes phytoplanctoniques à produire le plus de diméthylsulfures (DMS) dans 

l’océan (Malin and Steinke, 2004). Dans l’atmosphère, les diméthylsulfures, qui sont des dérivés 

des DMSP (diméthylsulfoniopropionate), participent à la nucléation des nuages. Le produit de 

l’oxydation atmosphérique de ces DMS est la source majeure d’aérosols marins. Ces aérosols 

marins influencent le climat global de façon directe en réfractant et en absorbant les radiations 

et de façon indirecte en augmentant l’effet albédo des nuages (Malin and Erst, 1997; Simó, 

2001).  
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Figure I.6 : Rôle des coccolithophoridés dans les cycles biogéochimiques. Schéma représentant A) la 

pompe biologique du carbone et B) la contre-pompe des carbonates. CaCO3 est le carbonate de 

calcium et Corg est le carbone organique. ACD est la profondeur de compensation de l’aragonite4, la 

lysocline est la profondeur à partir de laquelle la dissolution des carbonates va augmenter, CCD est 

la profondeur de compensation des carbonates. UV sont les rayons ultra-violets arrivant à la surface 

de l’océan et les DMS sont des composés diméthylsulfures produits par le phytoplancton. Schéma 

pris dans Bendif (2011) modifié à partir de de Vargas et al. (2007). 

                                                           
4
 Minéral carbonaté, polymorphe stable à haute température et haute pression du carbonate de calcium. 
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Par leurs processus métaboliques, les coccolithophoridés  participent ainsi à plusieurs cycles 

biogéochimiques dont le cycle du carbone, des carbonates et des sulfures. De cette façon, ils 

affectent le climat via les échanges entre l’océan et l’atmosphère. La composition carbonatée 

de cette microalgue et donc des sédiments qu’elle enrichit en font, de plus, une candidate 

particulièrement sensible à l’augmentation globale de la pression de CO2 dans l’océan à long 

terme (Riebesell and Tortell, 2011) (voir partie 2.3.3 pour de plus amples détails). 

 

 

1.5 Biogéographie et stratégie écologique 

La biogéographie générale et les habitats des coccolithophoridés ont été étudiés par 

l’intermédiaire d’échantillonnage de sédiments de surface des fonds océaniques, d’eaux de 

surface et/ou de la colonne d’eau (Brand, 1994; Roth, 1994; Steinmetz, 1994; Winter et al., 

1994). La distribution verticale et horizontale des coccolithophoridés dans l’océan mondial 

dépend de processus physiques tels que la circulation océanique et la sédimentation des 

cellules dans la colonne d’eau (McIntyre and Bé, 1967; Okada and Honjo, 1973; Winter et al., 

1994), de processus écologiques comme le broutage et la mort cellulaire, et de facteurs 

environnementaux tels que les nutriments, la salinité, la température, la disponibilité en 

lumière, les vitamines et les minéraux tel que le fer (Martin et al., 1989). Tous ces facteurs 

environnementaux contrôlent le taux de croissance des cellules (Paasche, 2002). 

La distribution globale de surface des coccolithophoridés est visible sur la Figure I.7 qui 

représente la concentration en PIC visible depuis le satellite MODIS-Terra pour les périodes 

estivales de chaque hémisphère. Cette figure montre une concentration importante de la 

calcite, et donc indirectement une abondance de coccolithophoridés importante, dans 

l’Atlantique et le Pacifique Nord subpolaires et tempérés et à la limite de l’océan austral, 

notamment dans l’Atlantique Sud-Ouest. De plus, les upwellings côtiers sont aussi des 

écosystèmes propices à la prolifération de coccolithophoridés (voir Figure I.7).  

 

Cinq grandes zones océaniques de floraison ont été définies pour les coccolithophoridés 

par McIntyre and Bé (1967) dans l’Atlantique Nord et reprises par Okada and Honjo (1973) dans 

le Pacifique. Ces zones ont permis d’unifier la description de la distribution des 

coccolithophoridés. A chaque zone a été attribué un assemblage dominant de 

coccolithophoridés et celui-ci semble être assez similaire entre les deux hémisphères à part 

pour les zones polaires (Winter et al., 1994) : 
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- Subarctique : principalement Coccolithus pelagicus et Calciopappus caudatus dans l’océan 

ouvert et pendant les mois d’été, et Emiliania huxleyi et Algirosphaera robusta dans les eaux 

d’origine atlantique. 

- Tempérée : dominée pendant la majorité de l’année par Emiliania huxleyi  

- Subtropicale : diversité importante sur la verticale, dominée par des holococcolithes 

- Tropicale : dominée par les coccosphères à placolithes, particulièrement Emiliania 

huxleyi, Calcidiscus leptoporus et Gephyrocapsa oceanica 

- Subantarctique : les seuls coccolithophoridés vivant dans cette zone sont ceux 

appartenant aux Papposphaeraceae ou des genres partiellement calcifiés.  

 

 

Figure I.7 : Vue globale de la concentration en PIC prise par MODIS-Terra. A) de Juillet à Septembre, 

B) de Octobre à Décembre. Figure prise dans Balch (2004). 

 

Les coccolithophoridés, comme les autres groupes de plancton photosynthétiques, vivent 

généralement dans la zone photique de l’océan car ils ont besoin d’un minimum de lumière 

(voir Figure I.8). La profondeur de cette zone photique, définie comme étant celle où 

l’irradiance est égale à  1 % de l’irradiance de surface, dépend de la latitude : elle se trouve aux 

alentours de 30 m pour les hautes latitudes et peut se trouver à 120 m dans les zones 
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subtropicales (Winter et al., 1994) où l’irradiance de surface est plus importante et où la 

biomasse est moindre ce qui rend les eaux plus claires. Les assemblages et préférences des 

espèces de coccolithophoridés seront différents selon la région, comme nous l’avons noté ci-

dessus, mais aussi selon la profondeur et donc selon la zone de la couche photique. Selon 

Winter et al. (1994), les coccolithophoridés porteurs de placolithes n’ont pas de préférence et 

peuvent vivre à toutes les profondeurs de la couche photique. Par contre, certaines espèces 

comme par exemple Umbellosphaera spp. ne vivent que dans la zone photique supérieure. La 

zone photique intermédiaire sera caractérisée par la présence d’Umbellosphaera tenuis, 

Syracosphaera spp. et les espèces portant des placolithes. Pour finir, Florisphaera profunda, et 

d’autres espèces, sont adaptées à la vie dans la zone photique inférieure où l’irradiance se 

trouve en dessous de 1% de l’irradiance de surface (Figure I.8). 

 

 

 

 

Contrairement aux espèces des régions côtières et/ou polaires, les espèces océaniques 

vont devoir être plus compétitives pour obtenir des nutriments dont le flux à travers la zone 

photique est faible (Brand, 1994). De par leur taux de croissance élevé, les espèces des eaux 

côtières et polaires semblent adaptées à des environnements plus variables mais riches en 

nutriments. Ces espèces peuvent donc engendrer de larges efflorescences de 

Figure I.8 : Schéma de la zone photique subtropicale. Redessinée à partir de Winter et al. (1994), 

données collectées dans l’Atlantique Nord-est (R. Jordan, données non publiées). [NO3] = 

concentration en nitrate ; µM =µmol.L-1; DCM = « Deep Chorophyll Maximum » soit la profondeur du 

maximum de chlorophylle. 
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coccolithophoridés. Au contraire, les espèces des eaux océaniques s’adaptent à des eaux 

pauvres en nutriments mais ne s’adaptent pas à un large panel d’environnements variables c’est 

pourquoi elles ne réagiront pas à un évènement brusque d’apports en nutriments. Ces deux 

stratégies écologiques sont nommées « K-strategy » et « r-strategy » et ont été introduites par 

Margalef (1978). La stratégie-K décrit les organismes qui croissent lentement et qui s’adaptent 

aux environnements stratifiés et pauvres en nutriments. La stratégie-r décrit ceux qui croissent 

rapidement et adaptés aux environnements eutrophiques et turbulents où les nutriments sont 

disponibles en grande quantité (Margalef, 1978). Margalef (1978) classifie traditionnellement 

les groupes phytoplanctoniques selon leurs réponses aux nutriments en fonction de la 

turbulence. Il place les coccolithophoridés à une place intermédiaire entre les diatomées et les 

dinoflagellés (voir Figure I.9). Cependant, ce paradigme est à manipuler avec précaution car 

Margalef (1978) n’a pas pris en compte les autres grands groupes phytoplanctoniques tels que 

les cyanobactéries ou les prochlorophytes et car d’autres facteurs tels que la taille des cellules 

ou la prédation peuvent influer sur leur comportement et leur distribution (Balch, 2004). 

 

 

Figure I.9 : Stratégie écologique des coccolithophoridés en fonction d’autres grands groupes 

phytoplanctoniques. Figure inspirée à partir de Margalef (1978) et redessinée par Balch (2004). 

 

Le groupe des coccolithophoridés dans son ensemble est considéré « K-selected » et la 

plupart des espèces de ce groupe le sont aussi, caractérisées par leur adaptation à des eaux 

oligotrophes chaudes et stratifiées dans les faibles et moyennes latitudes (Brand, 1994; Winter 

et al., 1994; Ziveri et al., 2004). Cependant certaines espèces révèlent un comportement de 

stratégie-r comme Emiliania huxleyi ou Gephyrocapsa oceanica qui sont retrouvées en grande 

abondance dans les zones d’upwelling, à la limite des gyres ou à l’extérieur des plateaux 

continentaux où de plus grandes quantités en nutriments sont disponibles (Brand, 1994). Ces 

deux espèces sont capables de former de larges efflorescences (Holligan et al., 1993a; Souza et 
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al., 2012) ce qui confirme leur comportement de stratégie-r. Ces deux espèces abondantes dans 

les zones polaires ou dans les zones tropicales enrichies en nutriments ont des taux de 

croissance maximum plus élevés que les autres espèces. Les coccolithophoridés sont donc 

distribués le long d’un fort gradient en nutriments et peuvent être caractérisés par une réponse 

de stratégie écologique K ou r, des zones eutrophiques côtières et polaires jusqu’aux gyres 

centrales subtropicales et oligotrophes (Brand, 1994).  

Alors que Marañón et al. (2013) montre en effet que les coccolithophoridés ont le plus 

grand taux de croissance maximal comparés aux autres grands groupes phytoplanctoniques, 

Litchman et al. (2007) soulignent l’affinité intermédiaire des coccolithophoridés pour le nitrate 

avec une constante de demi-saturation pour l’assimilation du nitrate se trouvant entre celles 

des diatomées et celles des cyanobactéries ou chlorophytes. Ceci est donc cohérent avec la 

théorie de Margalef (1978) définissant les coccolithophoridés comme un groupe pouvant se 

diviser très rapidement et pouvant supporter une gamme assez large de concentration en 

nutriments.  

 

 

2. Qui est Emiliania huxleyi ? 

2.1 Taxonomie, origine et morphologie  

L’espèce moderne Emiliania huxleyi (Lohman, 1902) (Hay et al., 1967) appartient à l’ordre 

des Isochrysidales (Pascher, 1910) (Edvardsen et al., 2000), à la famille des Noerlaerhabdaceae 

(Jerkovic, 1970) (Young and Bown, 1997) qui se caractérise par des espèces qui calcifient dans 

une phase de leur cycle de vie (Young et al., 2005) et au genre Emiliania (Hay et al., 1967). Cette 

famille des Noerlaerhabdaceae comprend les trois genres : Emiliania, Gephyroscapsa et 

Reticulofenestra. 

L’espèce Emiliania huxleyi a été décrite pour la première fois en 1902 mais sa physiologie 

et sa distribution sont étudiées de façon importante depuis les années 60 (Paasche, 1962, 

1964). Cette espèce apparut il y a 278 000 ans et domine les assemblages nannofossiles depuis 

85 000 ans (Thierstein et al., 1977). E. huxleyi est donc une espèce moderne qui est notamment 

étudiée pour mieux comprendre la réponse de l’océan actuel aux changements 

environnementaux. 

Cette espèce est calcifiante dans sa phase diploïde et est alors non mobile et porte des 

hétérococcolithes (Young et al., 2005), comme montré sur la Figure I.10. Ces hétérococcolithes 

sont formées par deux plaques calcaires ovales (Figure I.10) reliées par des cristaux de calcite 

disposés perpendiculairement (tube interne sur la Figure I.10) et entourant une aire centrale. 



CHAPITRE I 

18 
 

Young and Westbroek (1991) définissent 3 principaux morphotypes d’Emiliania huxleyi, 

différenciés par le degré de calcification ou la forme de leurs hétérococcolithes (Young et al., 

2003): morphotypes A, éléments de l’aire centrale incurvés ; B, coccolithes plus larges et 

éléments plus irréguliers ; et C, aire centrale ouverte ou remplie par une couche très fine. Leur 

taille peut donc varier selon le morphotype allant de 2.5-3.5 µm pour les morphotypes A et C à 

3.5-4.5 µm pour les morphotypes B (Paasche, 2002) mais dépendra aussi des conditions 

environnementales. L’espèce E. huxleyi est relativement petite parmi les coccolithophoridés (en 

moyenne 5 µm ; Paasche, 2002) avec un contenu cellulaire en calcite relativement faible (0.22 – 

1.1 pmolC.cell-1;  Fritz and Balch, 1996; Hoppe et al., 2011 et Paasche, 2002), et est donc un 

contributeur mineur dans l’export de calcite (Ziveri et al., 2007). 

 
 

Figure I.10 : Coccosphère et coccolithes d’Emiliania sp.. A) Schéma de la structure d’un coccolithe 

du genre Emiliania (pris de Young, 1992). B) Coccosphère d’Emiliania huxleyi prise personnellement 

au microscope électronique à balayage (MEB). 
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2.2 Diversité biogéographique et stratégie écologique 

Comme mentionné dans la partie 1.5, Emiliania huxleyi est considérée plus « r-selected » 

que les autres coccolithophoridés, ce qui est suggéré par son fort taux de croissance intrinsèque 

et sa prédominance dans les environnements riches en nutriments et peu stratifiés (Paasche, 

2002). Cependant, malgré cette stratégie écologique, E. huxleyi est une espèce cosmopolite et 

abondante qui s’adapte à des intervalles très larges en température (1 à 30°C) (Winter et al., 

1994) et en salinité (de 11 à environ 40). Sa capacité à dominer dans les zones eutrophiques 

mais aussi à croître dans les gyres oligotrophes montre sa grande adaptabilité à des 

concentrations en nutriments très différentes. De plus, elle peut tolérer des niveaux de lumière 

très différents (Cortés et al., 2001; Okada and Honjo, 1973) et peut même croître à la limite de 

la couche photique (Winter et al., 1994). En effet, E. huxleyi peut être présente dans les 

communautés de coccolithophoridés à travers les 200 premiers mètres de la colonne d’eau 

même si elle ne domine pas forcément les assemblages de coccolithophoridés comme montré 

par Jordan (1988). Malgré cela, E. huxleyi reste l’espèce de coccolithophoridés la plus 

abondante dans l’océan mondial à nos jours, montrant la distribution la plus étendue et la 

meilleure tolérance aux changements environnementaux (Westbroek et al., 1993). Ce 

comportement atypique justifie l’étendue des études faites sur cette espèce et l’intérêt 

toujours grandissant pour mieux comprendre sa physiologie et sa distribution dans l’océan. 

 

 L’espèce E. huxleyi forme des efflorescences printanières massives dans les régions 

côtières et continentales tempérées (suivant les efflorescences de diatomées) et polaires. Ces 

efflorescences, appelées efflorescences « laiteuses », peuvent couvrir des surfaces immenses de 

l’océan comme celle d’environ 250 000 km2 observée dans l’Atlantique Nord en 1991 par 

Holligan et al. (1993). Elles sont ainsi visibles de l’espace (Figure I.11) de par les propriétés 

optiques des coccolithes qui permettent de réfléchir la lumière (Balch et al., 1999; Voss et al., 

1998) et par conséquent, E. huxleyi comme les autres coccolithophoridés, a un effet direct sur 

l’albédo. Ces efflorescences d’E. huxleyi peuvent être observées et analysées par imagerie 

satellite et permettent d’estimer le carbone inorganique particulaire issu des 

coccolithophoridés à la surface des océans (Balch et al., 1991; Holligan et al., 1993a) ainsi que la 

quantité de DMS produits lors de ces efflorescences (Brown and Yoder, 1994). 
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Figure I.11 : Efflorescence de phytoplancton, spécifiquement Emiliania huxleyi, dans la mer de 

Barents. Extrait d’une image prise par le satellite ENVISAT le 17 août 2011 à 9h25 UTC. 

 

 

2.3 Caractéristiques physiologiques d’Emiliania huxleyi 

L’espèce E. huxleyi étant cosmopolite, sa distribution géographique dépend de son 

adaptation aux conditions environnementales, elle-même reflétée par de nombreux traits 

physiologiques : son taux de croissance et sa préférence de température, sa tolérance à la 

salinité, son taux de production de calcite, sa composition en alcénones (Conte et al., 1998) et 

sa composition en pigments dans le chloroplaste (Stolte et al., 2000). Dans cette partie, seul 

l’effet de quelques paramètres environnementaux sur la physiologie des cellules d’E. huxleyi est 

présenté : la température, l’intensité lumineuse et la disponibilité en nutriments. 

 

2.3.1 Effet de la température  

La température est l’un des paramètres environnementaux les plus influents sur la 

distribution biogéographique d’E. huxleyi (Brand, 1994; Winter et al., 1994). En effet, comme 

mentionné précédemment, cette espèce s’adapte à de larges intervalles de température, de 1 à 

30°C ce qui lui permet de survivre dans un vaste panel d’environnements très différents, des 
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zones polaires aux zones subtropicales. Paasche (2002) explique cette distribution par 

l’existence d’écotypes de température. Il établit un tableau des différentes études reportant des 

maximums de croissance d’E. huxleyi mesurés à des températures différentes selon la souche 

étudiée et son lieu d’origine. Ces températures de croissance maximale varient de 10°C dans le 

Golfe du Maine (Brand, 1982) à 26°C dans la Mer du Nord (van Bleijswijk et al., 1994). Une 

étude de cultures faite par Rosas-Navarro et al. (2016) a récemment montré que le taux de 

croissance maximal de plusieurs souches différentes d’E. huxleyi se trouvait toujours entre 20 et 

25°C. Ces auteurs montrent aussi que le carbone inorganique particulaire (PIC) qui est associé 

au processus de calcification et le carbone organique particulaire (POC), lui associé au processus 

de photosynthèse, sont positivement corrélés avec la température. Cependant le rapport entre 

les deux (PIC:POC) montre un minimum à la température optimale ce qui a été peu observé 

jusqu’ici mais cette réponse serait fortement affectée par les conditions de lumière et 

nutriments utilisées (Oviedo et al., 2014; Trimborn et al., 2007; Zondervan, 2007). 

 

2.3.2 Effet de la lumière 

Une des caractéristiques importantes d’E. huxleyi est que des irradiances élevées n’ont 

quasiment pas d’effet inhibiteur sur leur photosynthèse (Nanninga and Tyrrell, 1996; Paasche, 

2002; Rost and Riebesell, 2004) ce qui a été montré pour des irradiances de plus de 1700 et 

2500 µmol photons.m-2.s-1 (Nanninga and Tyrrell, 1996). Sa capacité à disperser la lumière grâce 

à ses coccolithes permettrait de réguler la lumière atteignant l’intérieur de la cellule en la 

réfléchissant si celle-ci est trop importante et en la redirigeant vers la cellule dans un 

environnement faiblement lumineux. Des observations mensuelles de données satellites faites 

par Iglesias-Rodríguez et al. (2002) suggèrent que les efflorescences d’E. huxleyi se produisent 

principalement dans les océans tempérés et de hautes latitudes avec une irradiance 

relativement forte en surface. Nanninga and Tyrrell (1996) et Tyrrell and Taylor (1996) avancent 

qu’une forte irradiance est un des prérequis essentiel à la formation d’une efflorescence d’E. 

huxleyi  dans l’océan. Cependant, cette espèce croît aussi à de faibles intensités lumineuses. Van 

Bleijswijk et al. (1994) montre que la croissance d’E. huxleyi est dépendante de la lumière entre 

5.9 et 70 µmol photons.m-2.s-1, avec un arrêt de cette croissance en dessous de 5.9 µmol 

photons.m-2.s-1 à 10°C. 

La croissance d’E. huxleyi devient saturée par la lumière à des intensités lumineuses 

comprises entre environ 100 et 300 µmol photons.m-2.s-1 selon les températures (van Bleijswijk 

et al., 1994; Nanninga and Tyrrell, 1996; Paasche, 2002). Cette irradiance de saturation dépend 

de la température et augmente avec cette dernière (Zondervan, 2007). Comme pour beaucoup 
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d’autres algues, E. huxleyi croît selon un cycle diurne jour:nuit et atteint son maximum de 

croissance à un nombre d’heures de jour de 12 à 16h par 24h (Paasche, 2002; Price et al., 1998). 

Dans le cas d’un fort taux de croissance, les cellules peuvent se diviser pendant le jour mais elles 

se divisent préférentiellement pendant la nuit le reste du temps (van Bleijswijk et al., 1994).  

Du point de vue des taux métaboliques, une augmentation de la lumière engendre une 

augmentation de la production de photosynthèse (POCprod = µ*POC) et de calcification (PICprod = 

µ*PIC) exprimé en pg.cell-1.j-1 (van Bleijswijk et al., 1994; Nimer and Merrett, 1993; Paasche, 

1999; Zondervan et al., 2002). La lumière de saturation du taux de photosynthèse (production 

de POC) est controversée : Nimer and Merrett (1993) trouvent que ce taux de photosynthèse 

est limité par la lumière à partir de 50 µmol photons.m-2.s-1; van Bleijswijk et al. (1994) et 

Zondervan et al. (2002) définissent cette saturation de la photosynthèse avant 140-150 µmol 

photons.m-2.s-1 alors que Nanninga and Tyrrell (1996) reportent des taux de photosynthèse 

maximaux à 500 µmol photons.m-2.s-1 qui se stabilisent ensuite. La calcification est aussi un 

processus fortement dépendant de la lumière (Raven and Crawfurd, 2012) cependant sa 

saturation est observée à de plus faibles irradiances que pour la photosynthèse (van Bleijswijk 

et al., 1994; Paasche, 1998; Zondervan et al., 2002). Ainsi, du fait de cette irradiance de 

saturation plus faible pour la calcification, le rapport de la calcification avec la photosynthèse 

(PIC:POC) devrait augmenter avec une diminution de l’intensité lumineuse. Cependant, un 

déclin plus rapide de la calcification par rapport à la photosynthèse conduit le rapport PIC:POC à 

diminuer dans des conditions de forte limitation en lumière. Par conséquent, ce rapport devrait 

tout d’abord augmenter avec la profondeur et ensuite diminuer à de plus grandes profondeurs. 

 

2.3.3 Effet des nutriments 

Dioxyde de carbone CO2 

De manière générale, la production de PIC d’E. huxleyi diminue avec une augmentation de 

la concentration en CO2 (Riebesell et al., 2000; Sciandra et al., 2003; Zondervan et al., 2002) 

(voir Figure I.12). L’effet d’une augmentation du CO2 sur la production de POC semble moins 

évident, plusieurs études ont montré que cet effet dépendrait des concentrations en nitrate. En 

effet, Riebesell et al. (2000) et Zondervan et al. (2001) trouvent que la production de POC 

augmente en augmentant le CO2 en conditions riches en nitrate et forte lumière. Au contraire, 

Sciandra et al. (2003) montrent une diminution du POC avec une augmentation du CO2 en 

conditions appauvries en nitrate alors que Engel et al. (2005) font état d’une production 

constante de POC avec une limitation intermédiaire en nitrate. 
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Figure I.12 : Emiliania huxleyi exposée à une forte concentration en CO2. Figures prises dans 

Riebesell et al. (2000). Images de coccosphères et coccolithes prises au MEB. Cultures incubées 

avec : pCO2 ~ 300 µatm  (a-b) et  pCO2 ~ 780-850 µatm (d-e). La barre d’échelle représente 1 µm. 

 

Nitrate et phosphate  

La plupart des coccolithophoridés sont autotrophes et utilisent des nutriments 

inorganiques comme la plupart des organismes phytoplanctoniques. Les efflorescences d’E. 

huxleyi sont souvent observées dans des environnements pauvres en nitrate et/ou phosphate 

(Balch et al., 1991; Holligan et al., 1993a; Iglesias-Rodríguez et al., 2002; Tyrrell and Merico, 

2004). Ceci montre que cette espèce est un meilleur compétiteur face à des conditions 

limitantes en nutriments par rapport aux autres espèces de phytoplancton comme les 

diatomées ou dinoflagellés. Zondervan (2007) reporte que E. huxleyi croît cependant très bien 

dans des environnements riches en nitrate et phosphate ou à de forts ou faibles rapports 

nitrate:phosphate (N:P). Les efflorescences de diatomées sont généralement suivies par celles 

des coccolithophoridés lorsque les eaux sont plus stratifiées et plus appauvries en nutriments 

(Holligan et al., 1993b; Zondervan, 2007). La capacité d’E. huxleyi à utiliser d’autres sources 

d’azote comme l’ammonium ou l’urée (Brand, 1994; Paasche, 2002) et à assimiler efficacement 

le phosphate (Riegman et al., 2000) rend cette espèce très compétitive dans des 

environnements appauvris en nutriments. Cependant, comme précisé précédemment, les 

efflorescences d’E. huxleyi ne sont pas seulement engendrées par les concentrations en 

nutriments mais par une combinaison de facteurs : température, lumière, nutriments. 
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Bien que les nutriments ne contrôlent pas totalement l’apparition d’efflorescences d’E. 

huxleyi, ceux-ci ont un fort impact dans la régulation de leur calcification et photosynthèse 

cellulaire. Des travaux en laboratoire ont permis de trouver des variations similaires lors d’une 

limitation en phosphate et/ou en nitrate. Une limitation en phosphate entraine une 

augmentation de la taille des cellules, contrairement à une limitation en nitrate (Müller et al., 

2008; Paasche, 1998; Riegman et al., 2000). Sciandra et al. (2003) montrent que le volume 

cellulaire d’E. huxleyi est plus faible avec une limitation en nitrate de leurs cultures, sûrement 

en relation directe avec la diminution en POC observée. De plus, le contenu cellulaire en 

carbone inorganique et organique augmente de façon importante avec une limitation en 

phosphate et le rapport PIC:POC augmente aussi (Langer et al., 2013; Oviedo et al., 2014; 

Riegman et al., 2000). Il a été montré par Riegman et al. (2000) qu’une limitation en nitrate 

entraine une diminution du volume cellulaire, du PIC et du POC par rapport aux cellules en 

conditions de limitation de phosphate. De plus, Paasche (1998) montre que les coccolithes 

produits sous une limitation en nitrate sont sous-calcifiés alors que ceux produits sous une 

limitation en phosphate sont sur-calcifiés. Ces résultats sont appuyés par des valeurs moyennes 

en calcium par coccolithes qui diminuent avec une limitation en nitrate et qui augmentent avec 

une limitation en phosphate. 

 

Métaux traces 

Plusieurs études ont montré que le métabolisme d’E. huxleyi nécessiterait des métaux 

traces tels que le fer, le zinc, le cobalt, le sélénium et le manganèse (Paasche, 2002; Zondervan, 

2007). Le besoin en fer d’E. huxleyi est plus faible que celui des diatomées et aussi faible que 

pour les autres espèces océaniques de coccolithophoridés, comme G. oceanica (Brand, 1991; 

Muggli and Harrison, 1997). Ces besoins assez faibles en Fer permettraient à E. huxleyi de 

croître dans des régions de l’océan où la croissance des diatomées est limitée par le fer (Brand, 

1991; Muggli and Harrison, 1997) ou par le zinc (Sunda and Huntsman, 2000). Sunda and 

Huntsman (2000) montrèrent de plus que E. huxleyi peut substituer le zinc par le cobalt, bien 

que ses besoins en zinc soient faibles. Une limitation en fer engendre une diminution de la 

croissance et de la production en carbone inorganique particulaire et azote organique 

particulaire de la cellule (Schulz et al., 2004). Au contraire, une limitation en zinc semble 

provoquer une augmentation du PIC cellulaire. Quelques études ont montré que les besoins en 

manganèse d’E. huxleyi, comme les autres coccolithophoridés océaniques, étaient très faibles, 

plus faibles que pour les autres phytoplanctons (Brand et al., 1983; Muggli and Harrison, 1996). 
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2.4 Limites de l’utilisation d’Emiliania huxleyi comme espèce modèle 

Bien que l’espèce E. huxleyi forme de larges efflorescences sur de grandes surfaces de 

l’océan mondial (Iglesias-Rodríguez et al., 2002), elle ne domine probablement pas en terme de 

production et d’export vertical de calcite de par la petite taille de ses coccolithes et de sa cellule 

(Ziveri et al., 2007). Les deux espèces Coccolithus pelagicus et Coccolithus leptoporus, 

coccolithophoridés vivants étant les plus lourdement calcifiés du fait de leur fort contenu en 

calcite par coccolithe, sont probablement les deux espèces clés dans l’export de calcite vers 

l’océan profond et les sédiments (Ziveri et al., 2000, 2007). 

 L’espèce E. huxleyi est très facile à cultiver en laboratoire et se trouve être l’espèce la plus 

étudiée et la mieux connue à ce jour parmi les coccolithophoridés (Paasche, 2002). Cependant, 

même s’il a été pensé qu’elle pourrait être un cas modèle pour le groupe des 

coccolithophoridés afin de mieux comprendre leur métabolisme et leur comportement vis-à-vis 

d’un climat changeant, cette approche n’est pas toujours applicable pour toutes les espèces et 

pour tous les facteurs (Langer et al., 2006; Zondervan, 2007). Il est donc important de ne pas 

généraliser constamment à partir de l’étude seule de cette espèce, mais dans la mesure du 

possible de comparer avec les études réalisées sur des espèces différentes pour retrouver des 

comportements communs. 

Pour finir, la date d’apparition de cette espèce en fait une espèce moderne idéale pour 

étudier la réponse de l’océan actuel à des changements environnementaux mais nécessite 

d’intégrer d’autres espèces pour une approche paléoocéanographique, de par son 

enregistrement stratigraphique plus récent que de nombreuses espèces de coccolithophoridés 

(Raffi et al., 2006). 

 

 

3. Approches utilisées dans l’étude physiologique des 

coccolithophoridés 

Le coccolithophoridé Emiliania huxleyi est largement utilisé par la communauté scientifique 

en laboratoire dans de nombreux domaines : télédétection, géochimie et paléocéanographie, 

biologie et chimie marines, biotechnologie, etc. Dans cette partie introductive, seulement trois 

types d’approches scientifiques et océanographiques seront abordées : les études 

physiologiques faites en laboratoire, les études in situ lors de campagnes en mer et l’approche 

de modélisation. Ces trois approches sont appliquées aussi aux autres espèces de 

coccolithophoridés, cependant nous concentrerons notre intérêt particulièrement sur les 

travaux qui ont permis d’étudier l’espèce E. huxleyi. 
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3.1 Etudes physiologiques en laboratoire 

De nombreuses études physiologiques en laboratoire sur Emiliania huxleyi ont été réalisées 

de façon fréquente depuis les années 2000. Celles-ci s’intéressent généralement à l’effet de 

paramètres environnementaux sur les taux métaboliques, la composition chimique de la 

biomasse et la taille des cellules et des coccolithes. Le Tableau I.1 donne une liste des principaux 

paramètres testés sur E. huxleyi en culture en laboratoire. Ces paramètres environnementaux 

sont très variés (Tableau I.1) et ont été étudiés, le plus souvent, seuls afin d’isoler l’effet sur le 

comportement des cellules, et parfois à deux pour évaluer le co-effet de deux paramètres 

simultanés sur les cellules. 

 

Différents types de culture sont utilisés pour cultiver les coccolithophoridés et, entre autre, 

E. huxleyi : 1) des cultures dites en chemostat, 2) des cultures dites en batch et 3) des cultures 

dites semi-continues. Ces méthodes de culture seront brièvement introduites ici et sont plus 

amplement détaillées dans le chapitre II. 

Les cultures en chemostat se caractérisent par un système de culture amené à l’équilibre 

avec un flux continu de milieu entrant et sortant du contenant de culture ; et un taux de 

croissance, une densité cellulaire et une concentration en nutriments constants dans le temps 

(LaRoche et al., 2010). Du fait de la possibilité d’atteindre un état stationnaire à des faibles 

concentrations de nutriments, le chemostat est la méthode de culture le plus couramment 

utilisée pour étudier la limitation des nutriments.  

Les cultures faites en batch se caractérisent par l’absence du renouvellement du milieu de 

culture, une concentration en nutriments qui diminue avec le temps, une densité cellulaire qui 

augmente et un taux de croissance calculable seulement pour les expériences sans limitation en 

nutriments (voir détails dans chapitre III). Bien que très simple à mettre en œuvre, le système 

de culture en batch limite le nombre d’échantillons que l’on peut prélever de par le volume fixe 

des cultures, et permet difficilement de suivre quotidiennement chaque variable (nutriments, 

matière particulaire, densité cellulaire, DIC, …) (LaRoche et al., 2010). Les cultures en chemostat 

nécessitent cependant un équipement bien plus sophistiqué, et par conséquent, bien plus 

coûteux que les cultures faites en batch. Elles sont principalement utilisées pour les expériences 

de limitation en nutriments et/ou de changements de la pCO2 (LaRoche et al., 2010); alors que 

les cultures en batch sont plutôt utilisées pour tester les effets de la lumière et/ou de la 

température. Les avantages et inconvénients de ces deux principaux systèmes de culture seront 

développés plus amplement dans le chapitre II. 

Les cultures semi-continues sont un peu différentes des cultures batch du fait que les 

cultures sont maintenues en phase exponentielle de croissance (phase où la croissance est 
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optimale selon l’intensité lumineuse et la température) pendant une longue période. Elles sont 

aussi différentes des cultures en chemostat car elles sont diluées uniquement une fois par jour 

ou à intervalle de temps (jours) régulier dépendant du taux de croissance des cellules (LaRoche 

et al., 2010), alors que dans un chemostat la dilution est constante. Ce type de cultures est 

adapté à l’étude de l’effet de la limitation en métaux traces sur les cellules phytoplanctoniques 

(Sunda and Huntsman, 1995).  

 

 

Tableau I.1 : Liste des paramètres environnementaux étudiés sur E. huxleyi en cultures. Une 

référence récente par paramètre testé a été indiquée comme exemple.  

Paramètres environnementaux étudiés  
sur E. huxleyi 

Exemples de références associées 

Température 

Lumière 

Cycle jour:nuit 

CO2, pH 

DIC, Alcalinité 

Calcium, Magnésium 

NO3, PO4 

Fer 

Zinc, Cobalt, Manganèse, Cadmium 

Bore 

Rosas-Navarro et al. (2016) 

Harris et al. (2005) 

Price et al. (1998) 

Bach et al. (2011) 

Hoppe et al. (2011) 

Müller et al. (2011) 

Langer et al. (2013) 

Schulz et al. (2004)   

Sunda and Huntsman (2000) 

Stoll et al. (2012) 

 

 

Les expériences de cultures avec les coccolithophoridés ont permis d’étudier l’effet de 

nombreux paramètres environnementaux listés dans le Tableau I.1. La Figure I.13 montre que 

certains paramètres ont été plus étudiés que d’autres, notamment le système du carbone 

inorganique dissous, les nutriments, la température, l’irradiance, mais très peu l’effet de la 

concentration du calcium et du magnésium dissous. Parmi les principaux paramètres étudiés, il 

est évident que l’intérêt majeur, depuis les années 2000, a été pour le système du carbone et 

son effet sur la physiologie d’E. huxleyi. Cet effort commun a été induit par la volonté de 

comprendre l’effet de l’acidification des océans sur les organismes calcifiants. Les nutriments et 

la température occupent les 2èmes et 3èmes places tandis que l’irradiance est le 4ème paramètre le 

plus étudié. Bien entendu, la liste de références répertoriées pour établir cet histogramme n’est 
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pas exhaustive et ne précise pas le nombre de co-expériences réalisées avec deux (ou trois) 

paramètres variables. Dans le cas de co-expériences, chaque paramètre a été compté 

individuellement.  

 

 

Figure I.13 : Nombre d’études faites en laboratoire sur E. huxleyi par paramètres principaux testés. 

Echantillons de 37 références différentes entre 1999 et 2016 avec, pour certaines, plusieurs 

paramètres testés à la fois. C : changement du système du carbone, CO2, pH, alcalinité, DIC ; Nut : 

nutriments, NO3 et/ou PO4 ; Temp : température ; Irr : irradiance ; Ca : calcium et Mg : magnésium. 

 

Les principales combinaisons de paramètres étudiées sont : 1) CO2 et température ; 2) CO2 

et nutriments ; 3) CO2 et irradiance ; 4) Irradiance et température ; 5) Température et 

nutriments et 6) Irradiance et nutriments. La seule étude répertoriée ayant fait une co-

limitation en irradiance et nutriments est celle de Leonardos and Geider (2005). Cependant, 

cette étude a utilisé une souche non calcifiante (donc en phase haploïde) d’E. huxleyi, afin 

d’étudier l’impact de la pCO2 sur la partie organique de la cellule, ce qui rend la comparaison 

avec d’autres études utilisant une souche calcifiante plus compliquée. La compréhension de 

cette co-limitation est pourtant essentielle pour comprendre l’adaptation d’E. huxleyi dans le 

milieu naturel où les gradients verticaux en nutriments et en lumière sont forts.  

 

Les expériences de culture sont faites également pour obtenir des estimations de 

paramètres physiologiques caractéristiques d’une espèce (Eppley et al., 1969; Marañón et al., 

2013; Riegman et al., 2000; Terry, 1982). Ces paramètres physiologiques résument de façon 

quantitative la dépendance des taux métaboliques (croissance, photosynthèse, calcification, 

assimilation des nutriments) aux conditions environnementales telles que l’intensité lumineuse, 

la température etc. Ces paramètres sont caractéristiques d’une espèce et par conséquent, sont 

fondamentaux pour déterminer la distribution d’une espèce ou d’un groupe le long de gradients 

environnementaux. Du point de vue des ressources en nutriments, ils sont par exemple le taux 
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de croissance maximale µmax, le taux d’assimilation maximal en nutriment normalisé à la surface 

de la cellule Vmax, la constante de demi-saturation pour l’assimilation du nutriment considéré KR 

et les quotas cellulaires maximaux et minimaux en nutriment (Litchman et al., 2007; Litchman 

and Klausmeier, 2008). Il existe peu de littérature sur ces paramètres en comparaison du 

nombre important de cultures faites sur les coccolithophoridés. Certains scientifiques, comme 

par exemple Litchman et al. (2007), ont estimé ces paramètres, à partir de cultures déjà 

réalisées, en utilisant un modèle physiologique simple. D’autres comme Marañón et al. (2013) 

et Riegman et al. (2000) les ont estimé en cultivant respectivement plusieurs espèces de 

phytoplancton dont E. huxleyi et seulement l’espèce E. huxleyi. De manière générale, peu 

d’études ont estimé ces paramètres physiologiques, par méthode analytique ou par le biais de 

cultures en laboratoire, pour le nitrate (et/ou ammonium) et le phosphate ; particulièrement 

pour l’espèce Emiliania huxleyi. 

 

 

3.2 Etudes de modélisation physiologique et écologique 

Dans le but de mieux comprendre le rôle de régulation des communautés microbiennes en 

général sur l’environnement et dans les cycles biogéochimiques, les modèles de biogéochimie 

et d’écosystèmes marins se sont développés largement durant la dernière décennie (Follows 

and Dutkiewicz, 2011). La diversité de ces populations microbiennes marines en fait des acteurs 

importants d’un point de vue écologique et biogéochimique. Les modèles numériques et 

mathématiques permettent d’étudier conceptuellement les rétroactions et les interconnections 

complexes existantes entre l’écologie marine, la biogéochimie et la diversité physiologique 

(Follows and Dutkiewicz, 2011). Un moyen pour tous ces modèles afin de simuler la réponse à 

des changements environnementaux est de considérer les contraintes comme les traits 

fonctionnels et les « trade-offs » via les relations existantes entre la morphologie structurale, 

l’allocation de ressources ou encore la description mécanistique d’énergie (Litchman and 

Klausmeier, 2008) au niveau de l’individu (Follows and Dutkiewicz, 2011). 

 

 

Modèle à l’échelle de la cellule ou de la culture 

A l’échelle de la cellule, de nombreux modèles ont été mis en place pour mieux 

comprendre les processus intracellulaires ou morphologiques de la cellule d’E. huxleyi et/ou des 

coccolithophoridés. Ces modèles s’intéressent à la composition isotopique des cellules comme 

celui développé par Bolton and Stoll (2013), à leur production relative en calcite (Daniels et al., 

2014), à leur production de carbone organique et inorganique (Holtz et al., 2015) ou à leurs 
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quotas intracellulaires en nutriments (nitrate et phosphate notamment) et traits physiologiques 

(Litchman et al., 2007).  

Les modèles biogéochimiques et d’écosystèmes marins à large échelle sont basés sur la 

paramétrisation physiologique sous-jacente au niveau de la cellule (Follows and Dutkiewicz, 

2011). Pour ce faire, la description simple de la physiologie cellulaire couramment utilisée est 

l’approche par la théorie de Monod (Monod, 1949), qui définit le taux de croissance d’une 

population comme une fonction de Michaelis-Menten de la concentration environnementale de 

l’élément limitant. Une des grandes limites de cette approche est le lien direct entre 

l’assimilation en nutriment et la croissance cellulaire, et le fait que le quota cellulaire de 

l’élément limitant est fixe dans le temps. L’alternative utilisée afin de contourner cette limite est 

l’approche des réserves internes de Droop (Droop, 1968) dans laquelle l’assimilation de 

nutriment est liée à la concentration interne en nutriment dans la cellule et est découplée de la 

croissance cellulaire (Follows and Dutkiewicz, 2011). Ce modèle permet par conséquent de 

simuler les quotas cellulaires et les rapports élémentaires de la matière organique au sein de la 

cellule en réponse à des changements environnementaux. De plus, utilisant des paramètres 

physiologiques, ou traits physiologiques, associés à l’assimilation du nutriment considéré 

limitant, ce modèle de Droop est un outil d’une grande utilité pour l’étude de la réponse 

physiologique des cellules phytoplanctoniques. Cette approche a été utilisée par exemple par 

Litchman et al. (2007) pour plusieurs espèces dont E. huxleyi ou par Flynn (2008) pour une 

diatomée et une algue verte. Cependant, ces modèles à l’échelle cellulaire sont encore très 

complexes et sont encore trop peu étudiés, permettant malgré tout une étude physiologique de 

l’organisme significative et l’estimation de paramètres physiologiques relatifs à l’assimilation en 

nutriments pouvant être utilisés dans les modèles à l’échelle plus large de la communauté 

planctonique.  

 

 

Modèles à l’échelle du groupe  

La modélisation à l’échelle du groupe des coccolithophoridés nécessite des équations bien 

plus simples que celles utilisées dans les modèles à l’échelle cellulaire et demande 

généralement de nombreuses hypothèses pour simplifier cette approche. Comme mentionné 

dans la partie précédente, ces modèles sont souvent basés sur la paramétrisation physiologique 

réalisée à l’échelle de la cellule de l’organisme. 

 

 

 



INTRODUCTION GENERALE 

31 
 

A)            B) 

 

Figure I.14 : Figures représentant la distribution des coccolithophoridés au printemps (avril-juin). 

A) Modèle de Gregg and Casey (2007) représentant la chlorophylle (en mg.m-3) due aux 

coccolithophoridés. B) Données satellites de concentrations en calcite de MODIS-Terra de Balch et 

al. (2005). 

 

Le groupe des coccolithophoridés (et parfois seulement E. huxleyi) est régulièrement utilisé 

dans des modèles globaux et/ou climatiques comme un des grands groupes phytoplanctoniques 

majeurs de l’océan, de par sa contribution importante au cycle de carbone, et son rôle de 

producteur primaire comme les autres groupes phytoplanctoniques (Gregg and Casey, 2007; Le 

Quéré et al., 2005; Tyrrell and Taylor, 1996). Certains modèles se focalisent sur l’étude de la 

dominance du groupe dans l’océan mondial en fonction de la période de l’année telle qu’elle est 

influencée par le transport océanique, par des facteurs biologiques (broutage, mortalité..) et par 

des facteurs environnementaux (température, irradiance, nutriments…). 

 

Gregg and Casey (2007) ont fait ce type d’étude à partir de données d’abondance de surface 

des groupes phytoplanctoniques et ont modélisé la distribution de surface et verticale de 4 

grands groupes phytoplanctoniques: les diatomées, les cyanobactéries, les chlorophytes et les 

coccolithophoridés. La Figure I.14 montre un exemple d’une de leurs comparaisons effectuées 

avec des données satellites de concentration en calcite. Une de leurs conclusions principales sur 

la distribution des coccolithophoridés est que la clé de leur succès est de trouver des régions où 

les nutriments et la lumière sont assez faibles pour inhiber la croissance des diatomées et des 

chlorophytes (et/ou après leurs efflorescences respectives) ou des régions où ils peuvent 

trouver des nutriments à des profondeurs qui sont encore illuminées mais dans tous les cas, où 

le mélange vertical est suffisant pour éviter leur sédimentation vers l’océan profond. Ils 

montrent en effet que les coccolithophoridés peuvent être abondants et dominés aux alentours 

de 100 m de profondeur en terme de chlorophylle dans le centre de l’Atlantique Nord par 

rapport aux diatomées, cyanobactéries et chlorophytes. Ces gyres oligotrophes sont en effet 
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marqués par des niches profondes qui sont encore trop peu étudiées vis-à-vis de la 

compréhension de la distribution des coccolithophoridés dans l’océan global. Afin d’améliorer 

leur précision, ces modèles de distribution doivent être contraints par des données 

environnementales qui nécessitent des campagnes en mer pour récolter des données in situ.  

 

 

3.3 Etudes de terrain : campagnes océanographiques 

Le troisième type d’approche scientifique, vis-à-vis des coccolithophoridés en général mais 

aussi spécifiquement de l’espèce E. huxleyi, est les études de terrain de type campagnes 

océanographiques. Diverses campagnes ont été menées en mer afin de mieux comprendre les 

coccolithophoridés dans le monde vivant et dans le monde fossile. Le but de cette partie n’est 

pas d’énumérer toutes les campagnes réalisées jusqu’ici mais de faire un résumé de ce qui a été 

fait afin d’étudier la distribution horizontale et verticale des coccolithophoridés et d’E. huxleyi, 

et d’en tirer de plus amples informations sur d’une part leurs niches écologiques et d’autre part 

leur adaptation à l’environnement dans lequel ils vivent. 

Ces campagnes océanographiques ont permis l’étude et l’échantillonnage de la colonne 

d’eau dans son ensemble et/ou une partie de la colonne d’eau (Beaufort et al., 2008; 

Charalampopoulou et al., 2011; Haidar and Thierstein, 2001; Oviedo et al., 2015; Poulton et al., 

2014; Triantaphyllou et al., 2010) ou de sédiments (Baumann, 2004; Broerse et al., 2000; Ziveri 

et al., 2007) ou encore les deux comme réalisé par Bollmann and Herrle (2007). 

Des pièges à sédiments (Ziveri et al., 2000) permettent d’étudier les assemblages de coccolithes 

qui sédimentent au fond de l’océan et d’en déduire les flux de carbonates exportés vers les 

fonds océaniques (Baumann, 2004). Des bouteilles de prélèvements permettent, elles, 

d’échantillonner la colonne d’eau jusqu’à la profondeur désirée et de récolter des échantillons 

de plancton (Poulton et al., 2014). Tandis que les efflorescences de coccolithophoridés et d’E. 

huxleyi ont été largement étudiées grâce à des campagnes océanographiques (Poulton et al., 

2014; Rhodes et al., 1995), les connaissances de la distribution et des ressources nutritives des 

coccolithophoridés dans les gyres océaniques sont basées sur peu d’études détaillées (voir 

Winter et al., 1994). 

 

Cas des « niches profondes »  

Certaines régions de l’océan sont caractérisées par une concentration en chlorophylle de 

surface très faible, indicateur d’une faible biomasse phytoplanctonique. Ces régions sont 

appelées « gyres océaniques » ou « gyres subtropicaux » de par leur position aux longitudes 

subtropicales (voir Figure I.15) : le Pacifique Nord et Sud, l’Atlantique Nord et Sud et le sud de 
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l’Océan Indien. Ces gyres sont très étendus et occupent environ 40% de la surface globale de la 

terre (McClain et al., 2004). Ces zones sont caractérisées par des eaux de surface pauvres en 

nutriments, une profonde pycnocline5 en leur centre et de forts gradients horizontaux de 

température et salinité. Les zones intérieures de ces gyres sont des régions où l’apport en 

nutriments est minime et où la concentration en nutriments et la biomasse sont relativement 

faibles durant l’année. Cependant malgré une productivité biologique relativement faible au 

sein des zones oligotrophes des gyres, leur contribution totale à la biomasse globale océanique 

est significative de par la taille immense de ces gyres (McClain et al., 2004).  

 

 

 

Figure I.15 : Production primaire mondiale océanique. Concentration de chlorophylle a moyennée 

depuis le lancement de SeaWiFs en 1997. Cette figure montre les régions subtropicales où la 

chlorophylle est très faible (gyres océaniques) et les régions tempérées, équatoriales et côtières où 

celle-ci est élevée. Site web : http://earthobservatory.nasa.gov/IOTD/view.php?id=4097.  

 

Les premières observations d’une zone profonde au sein de la couche photique avec la 

présence d’une flore phytoplanctonique, spécifiquement dans les subtropiques, ont été faites 

par Okada and Honjo (1973). Plusieurs travaux assez récents ont étudié la distribution 

horizontale et/ou verticale des coccolithophoridés dans les gyres de l’Océan Atlantique (Haidar 

and Thierstein, 2001; Jordan and Winter, 2000; Poulton et al., 2006) alors que d’autres travaux 

se sont concentrées sur les gyres de l’Océan Pacifique (Beaufort et al., 2008; Cortés et al., 2001). 

Tandis que l’espèce Florisphaera profunda domine généralement les assemblages dans la zone 

photique inférieure (voir Figure I.16) (Cortés et al., 2001; Okada and McIntyre, 1979; Winter et 

                                                           
5
 Couche d’eau à fort gradient vertical de densité. 

http://earthobservatory.nasa.gov/IOTD/view.php?id=4097
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al., 1994), E. huxleyi domine régulièrement les assemblages des zones photiques supérieures. 

Cependant, cette espèce est retrouvée aussi dans les autres zones de la couche photique, 

comme observé par exemple par Beaufort et al. (2008), Jordan and Winter (2000) et Haidar and 

Thierstein (2001). Dans la partie 2.2 de cette introduction, l’espèce E. huxleyi a été présentée 

comme une espèce cosmopolite et de sélection-r par rapport aux autres espèces de 

coccolithophoridés de par sa large distribution dans les eaux eutrophiques. Cependant, Beaufort 

et al. (2008) retrouvent cette espèce en co-dominance avec Gephyrocapsa sp. et 

Reticulofenestra sp. à la limite inférieure de la zone photique, située à environ 150-200 m au 

milieu du gyre Pacifique-Sud. Cette même profondeur est caractérisée, lors de la campagne 

BIOSOPE réalisée au sein de ce gyre Pacifique-Sud, par l’emplacement du maximum de 

chlorophylle ainsi que des nutriclines en nitrate et phosphate (Claustre et al., 2008b). De plus 

amples études sont nécessaires pour comprendre comment cette espèce peut subvenir à ses 

besoins dans des environnements si diversifiés, notamment ces environnements oligotrophes 

profonds. 

 

 

Figure I.16 : Abondance relative d’E. huxleyi et Florisphaera profunda en Atlantique Nord près des 

Bermudes sur une période de janvier 1991 à janvier 1994 et sur une profondeur de 200 m. Figure 

prise de Haidar and Thierstein (2001). 
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4. Objectifs de la thèse et plan du manuscrit 

Les trois premières parties de cette introduction ont apporté de nombreuses informations 

sur l’origine et la découverte des coccolithophoridés mais aussi sur leur diversité, leur 

distribution, leur métabolisme et les approches scientifiques utilisées dans l’étude 

physiologique des coccolithophoridés. Leur rôle dans les différents cycles biogéochimiques en 

fait un groupe phytoplanctonique primordial pour la compréhension de la régulation climatique 

et leur rôle de producteurs primaires engendre un fort intérêt pour ce groupe afin de mieux 

comprendre les niveaux trophiques supérieurs. De plus amples détails ont été donnés sur  E. 

huxleyi qui est l’espèce étudiée dans le cadre de cette thèse. Sa distribution cosmopolite, son 

adaptation à des conditions très diversifiées de température, de concentrations en nutriments, 

de salinité et de lumière en font une espèce très étudiée. La facilité avec laquelle il est possible 

de la cultiver en laboratoire conduit aussi bon nombre de scientifiques à la choisir 

préférentiellement pour tester des paramètres environnementaux (Winter et al., 1994).  

Cette introduction a montré l’engouement de ces dernières années pour l’étude de  

l’acidification de l’océan et son impact sur les coccolithophoridés, et l’espèce E. huxleyi. S’il est 

bien connu qu’un réchauffement climatique génère déjà et va générer une augmentation de la 

pCO2 dans les océans (Gattuso and Hansson, 2011), il est important de fixer autant d’attention 

sur les autres facteurs qui vont changer avec ces changements climatiques, entre autre la 

température, les nutriments, la disponibilité en lumière, … Une base de données des 

expériences en cultures faites sur l’espèce E. huxleyi, réalisée avant le commencement de cette 

thèse et améliorée pendant celle-ci, a permis de se rendre compte qu’il manquait cruellement 

des expériences de co-limitation en nutriments et en lumière. De plus, la tolérance 

spectaculaire d’E. huxleyi à des environnements si diversifiés tant eutrophes qu’oligotrophes et 

tant en surface qu’en profondeur nous a conduit vers la nécessité de mieux comprendre la 

réponse physiologique de cette espèce à de tels changements environnementaux. Ceci a donc 

amené à l’élaboration de cultures en laboratoire afin de tester une co-limitation en nutriments 

et lumière sur l’espèce E. huxleyi.   

Nous avons discuté de l’intérêt de définir les paramètres physiologiques propres à une 

espèce ou à un groupe d’organismes. Ces paramètres restent encore peu référencés pour les 

coccolithophoridés en général mais aussi pour l’espèce E. huxleyi. Tandis que certains d’entre 

eux ne sont estimés qu’à partir de cultures faites en batch, les paramètres physiologiques liés à 

l’assimilation de nutriments sont pour la plupart déterminables avec des cultures en chemostat 

ainsi qu’avec des modèles physiologiques simples tel que le modèle de Droop. Dans le but 

d’étoffer la connaissance des traits physiologiques relatifs à l’acquisition des ressources pour E. 
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huxleyi très peu étendue jusqu’ici et compléter, de plus, les informations découlant des 

expériences de cultures en laboratoire, un modèle simple de Droop a été créé pour simuler la 

croissance cellulaire dans les expériences déjà réalisées dans la première partie de la thèse et 

estimer les paramètres physiologiques pour E. huxleyi. 

Les coccolithophoridés sont amplement décrits pour leur capacité à produire de larges 

efflorescences mais le nombre d’études s’intéressant à leur capacité à pousser dans des zones 

telles que les gyres oligotrophes restent encore insuffisant. Dans cette thèse, nous nous 

intéresserons de plus près à la campagne BIOSOPE faite en 2004 dont le transect traverse 

d’ouest en est le gyre Pacifique-Sud. Ce gyre est décrit comme étant le plus oligotrophe de tous 

les gyres subtropicaux (Claustre et al., 2008b) et une niche profonde de coccolithophoridés, 

dont l’espèce E. huxleyi, y a été observée (Beaufort et al., 2008). Cette particularité d’E. huxleyi 

à pouvoir pousser dans un environnement oligotrophe et à la base de la zone photique où la 

disponibilité en lumière est très faible nous amène à définir le troisième objectif de cette thèse.  

 

 

4.1 Questions scientifiques 

 

 Quels sont les effets d’une co-limitation lumière-nutriments sur la croissance d’Emiliania 

huxleyi en laboratoire ? 

 

 Quels sont les apports de la modélisation pour l’obtention de paramètres physiologiques 

d’E. huxleyi liés aux ressources nutritives et pour la compréhension de cultures en batch? 

 

 Les paramètres physiologiques et expérimentaux déterminés peuvent-ils aider à 

expliquer la présence d’E. huxleyi dans la niche profonde du gyre Pacifique-sud ? Et quels 

sont les facteurs environnementaux qui permettent à E. huxleyi de vivre dans un 

environnement tel que celui de la niche profonde? 

 

 

4.2 Approches utilisées et plan du manuscrit 

Pour répondre à la première question et être en accord avec le troisième objectif, des 

cultures en laboratoire ont été mises en place tout en considérant les conditions in situ de la 

niche profonde observée pendant la campagne BIOSOPE. Leur organisation et méthodologie 

seront décrites dans le chapitre II de cette thèse tandis que le chapitre III décrira les résultats de 

ces expériences en laboratoire et amènera à discuter leur interprétation.  
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La deuxième question de ma thèse sera résolue en utilisant un modèle physiologique de 

croissance cellulaire simple qui permettra d’une part, de reproduire les expériences faites en 

laboratoires et d’autre part, d’estimer de novo les paramètres physiologiques d’E. huxleyi. La 

description du modèle physiologique et les résultats qui en découlent seront présentés dans le 

chapitre IV de ce manuscrit. 

La troisième et dernière question de cette thèse sera explorée avec une combinaison des 

paramètres physiologiques d’E. huxleyi, d’une base de données sur les résultats de cultures en 

laboratoire réalisées sur E. huxleyi dans la littérature et de données biogéochimiques in situ 

issues de la campagne BIOSOPE. Le chapitre V sera dédié à cette question.   

Pour finir, une discussion générale de l’ensemble de ces résultats ainsi que les perspectives 

qui en découlent clôtureront ce manuscrit.  

 

  



 

 
 

 

  

  



 

 
 

 

 

 

CHAPITRE II  

METHODES EXPERIMENTALES ET 

TECHNIQUES D’ANALYSE DES 

CULTURES D’E. HUXLEYI EN 

LABORATOIRE 
 
 
 
 
 

 

 « Ces expériences de culture en laboratoire ont été réalisées à la station  

biologique de Roscoff, au son du doux sifflement du vent, 

du cri harmonieux des goélands et au rythme des  

marées impressionnantes de Bretagne » 
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Le but de ce chapitre est de (1) faire la description des méthodes de cultures, et (2) 

d’introduire les expériences de culture qui m’ont permis de tester la réponse physiologique du 

coccolithophoridé Emiliania huxleyi dans des conditions de co-limitation en lumière et en 

nutriments. Dans la suite de ce chapitre seront expliqués les choix pour ce qui est de 

l’organisation des expériences de culture, des différents paramètres environnementaux utilisés 

et testés, des analyses réalisées, et pour finir, des traitements des échantillons et des résultats. 

Ces cultures ont été réalisées sous l’encadrement de Ian Probert à la station biologique de 

Roscoff et les analyses des échantillons ont nécessité la collaboration avec de nombreuses 

personnes de différents laboratoires (détaillés dans ce chapitre). Le large panel d’échantillons 

récoltés et des analyses réalisées a permis une étude poussée des résultats afin de mieux 

comprendre l’impact des paramètres environnementaux testés sur la physiologie des cellules 

(voir résultats dans le chapitre III). 

 

 

1. Contexte général et introduction aux techniques de culture  

Le principe des cultures en laboratoire est de maintenir en vie des souches clonales in vitro 

dans des conditions adaptées à la souche, à l’espèce et/ou au type d’étude réalisée. Les 

expériences de cultures de coccolithophoridés ont démarré dans les années 60 (Paasche, 1962, 

1964) et se sont considérablement répandues depuis les années 2000, suite à la constatation 

que le changement climatique aurait probablement un effet sur le développement de ce groupe 

phytoplanctonique important (Riebesell et al., 2000). Du point de vue de la méthode 

expérimentale, deux types de cultures ont été beaucoup utilisées ces dernières années: les 

cultures en chemostat (ex. Borchard et al., 2011; Lefebvre et al., 2012; Leonardos and Geider, 

2005; Riegman et al., 2000; Sciandra et al., 2003) et les cultures en batch (e.g. Bach et al., 2011; 

Fiorini et al., 2011; Harris et al., 2005; Hoppe et al., 2011; Krug et al., 2011; Langer et al., 2006; 

Müller et al., 2011; van Rijssel and Gieskes, 2002; Sett et al., 2014). Les expériences de cultures 

présentées dans ce chapitre ont pour but de tester la co-limitation en nutriments et lumière et 

de reproduire au mieux les conditions in situ observées dans la niche profonde de 

coccolithophoridés dans le Gyre Pacifique-Sud (brièvement présenté dans le chapitre I). 
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1.1 Cultures en chemostat 

Lors des expériences en chemostat, un flux équivalent de milieu de culture entrant et 

sortant (voir Figure II.1) permet d’atteindre des conditions stationnaires caractérisées par une 

densité cellulaire constante dans le temps. De même, le taux de croissance ainsi que les 

propriétés chimiques (pH, nutriments) seront aussi constants en fonction du temps (LaRoche et 

al., 2010). La méthode de culture en chemostat est la méthode la plus utile pour étudier la 

physiologie du phytoplancton en conditions de limitation en nutriments (Langer et al., 2013; 

LaRoche et al., 2010). 

 

 

 

Figure II.1 : Schéma (A) et photo (B) d’un système de cultures en chemostat. Exemple représentant 

des manipulations de pression de CO2. (A) « Inflow » = le flux entrant de milieu de culture et 

« Outflow » = le flux sortant de culture (milieu + cellules), (B) Expérience de forte pression de CO2 

sur l’espèce E. huxleyi faite par Sciandra et al. (2003). Le schéma et la photo ont été pris dans 

LaRoche et al. (2010) (crédit de la photo : J.P. Gattuso).   

 

Alors que le taux de croissance est un paramètre clé qui quantifie la vitesse à laquelle une 

population de cellules augmente avec le temps du fait des divisions cellulaires, le taux de 

dilution, lui, est équivalent au taux de renouvellement de la culture c'est-à-dire au rapport entre 

le flux entrant de milieu (ou sortant car ils sont égaux) et le volume de la culture dans le 

chemostat.  

Ce type de culture nécessite un grand volume de milieu de culture dépendant de la taille de 

l’incubateur et du taux de dilution (D). Selon LaRoche et al. (2010), la plupart des expériences en 

chemostat sont commencées par des cultures en batch pour atteindre la densité cellulaire 

voulue et ensuite réaliser les cultures en chemostat avec cette densité cellulaire à l’équilibre et 

A) B) 

Inflow 
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un taux de dilution imposé. Pour les expériences en chemostat qui atteignent un état 

stationnaire, le taux de croissance (µ) est égal au taux de dilution de l’expérience, soit µ=D. Les 

cultures en chemostat sont donc très utiles pour une étude de limitation en nutriments et 

apportent une bonne reproductibilité des conditions de croissance. Cependant, ce type de 

culture est souvent contaminé par des bactéries malgré l’utilisation de matériel stérile et 

nécessite une grande quantité de milieu ainsi que des équipements sophistiqués (Figure II.1) 

(LaRoche et al., 2010). 

  

1.2 Cultures en batch 

Au contraire, dans les expériences faites en batch, expériences réalisées pendant cette 

thèse, le système de culture est fermé et la densité cellulaire, ainsi que la composition du milieu 

de culture, évoluent dans le temps (Figure II.2). Il est donc nécessaire de suivre la densité 

cellulaire dans le temps pour connaître le taux de croissance des cellules (Bach et al., 2011; 

Fiorini et al., 2011). L’étude du taux de croissance dans des conditions de limitation en 

nutriments est, dans ce cas, plus difficile que dans des cultures en chemostat car lorsque une 

expérience en batch entre dans la phase de limitation en nutriment le taux de croissance 

instantané change au cours du temps (LaRoche et al., 2010). 

 

Dans cette thèse, il a été décidé de faire des cultures en batch pour étudier les conditions 

de limitation en lumière et en nutriments car ce type de cultures est plus facile à mettre en 

place et à répliquer. Les cultures en batch sont aussi moins coûteuses et demandent bien moins 

de matériels que les cultures en chemostat. Il est plus facile de les maintenir à l’abri d’une 

contamination en bactéries si la culture initiale est axénique (c'est-à-dire dans un milieu exempt 

d’éléments pathogènes ou de bactéries ; LaRoche et al., 2010). Cependant, les cultures en batch 

limitent le nombre d’échantillons que l’on peut prélever pour garder un volume suffisant dans la 

bouteille et le taux de croissance, la concentration en nutriments et le nombre de cellules 

varient au cours du temps. Même si les cultures en batch sont plus adaptées à des expériences 

en conditions riches en nutriments (LaRoche et al., 2010), elles ont été utilisées dans cette 

thèse. Une méthode de modélisation sera introduite, détaillée et utilisée dans le chapitre IV 

pour s’affranchir d’une partie des limites liées aux cultures en batch, en conditions de limitation 

en nutriments.  

 

Généralement, une croissance cellulaire en système de culture batch (fermé) se déroule en 

trois, voire quatres étapes (Figure II.3) (LaRoche et al., 2010). Elle commence par une phase de 

latence où les cellules s’acclimatent au nouveau milieu de culture et se démarque par une 
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croissance relativement faible par rapport à la phase successive (taux de croissance µ très 

proche de zéro). Suivra une phase exponentielle où la croissance des cellules sera maximale 

selon les conditions de lumière et température définies (taux de croissance : µ > 0). Pour finir, la 

phase stationnaire sera atteinte lorsqu’un nutriment (dans un milieu riche en nutriments) sera 

entièrement consommé par les cellules et dans ce cas la croissance diminue et devient nulle (µ 

= 0). Il peut y avoir, si l’expérience est continuée, une phase de déclin du nombre de cellules (µ 

< 0) due à la mort d’une partie de celles-ci voire à la formation d’agrégats de cellules. 

Cependant nous ne parlerons pas de cette phase dans ce manuscrit car les cultures n’ont pas 

été suivies après la phase stationnaire. 

 

 

 

 

                                                               

Figure II.2 : Schéma (A) d’une bouteille batch fermée et photo (B) d’un incubateur utilisé pour ce 

type de cultures. Schéma pris dans LaRoche et al. (2010) et photo prise personnellement. 

B)  Incubateur  

(Réglages de température 

et lumière) 

Milieu de culture 

+ Cellules inoculées 

A) Bouteille de culture fermée 

B)  
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Dans une expérience de batch, le taux de croissance est la dérivée du nombre de cellules 

par rapport au temps sur l’échelle logarithmique (Müller et al., 2008), soit la relation : 

                                                                        
dt

Cd
µ

ln
                                                                       (II-1) 

Avec C la densité cellulaire en cells.mL-1, t le temps en jours et µ le taux de croissance en j-1.  

De ce fait, sur un diagramme logarithmique, le taux de croissance (µ) correspond à la pente de 

la droite des données dans la phase exponentielle de croissance. Le taux de croissance peut 

donc facilement être calculé avec deux comptages successifs de cellules dans la phase 

exponentielle. Dans la phase de limitation en nutriments, par contre, la relation entre le nombre 

de cellules et le temps n’est plus linéaire et il devient difficile de quantifier la diminution dans le 

temps du taux de croissance au fur et à mesure que les nutriments s’épuisent. 

 

Le temps de génération est le temps nécessaire pour qu’une division cellulaire ait lieu. La 

relation existante entre le taux de croissance et le temps de génération est la suivante : 

                                                                           
TG

2ln
                                                                        (II-2) 

Avec GT le temps de génération en jours. 

 

Figure II.3: Schéma explicatif de la croissance cellulaire typique dans un système fermé type batch. 
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Le taux de division cellulaire est le nombre de division cellulaire en 24h (1 jour) et est l’inverse 

du temps de génération, soit la relation suivante : 

                                                                           1
 dGT

                                                                      (II-3) 

Avec d le taux de division en jours-1. 

 

 

2. Choix des conditions expérimentales  

Cette partie présente les différents choix des conditions expérimentales qui ont permis de 

réaliser ces expériences. Ces choix ont été conduits de façon à répondre à deux objectifs 

majeurs : (1) tester et comprendre une co-limitation en nutriments et lumière sur l’espèce 

Emiliania huxleyi ; et (2) reproduire les conditions environnementales de la niche profonde de 

coccolithophoridés observée dans le gyre Pacifique-Sud. 

 

2.1 Choix de l’espèce et de la souche 

Comme un des objectifs était d’étudier le gyre sud-Pacifique où la campagne BIOSOPE a eu 

lieue, nous avons choisi de cultiver une souche de coccolithophoridés isolée dans cette région. 

De par sa simplicité à être cultivée en laboratoire, sa grande répartition dans l’océan et son 

adaptation à de grands intervalles de température, l’espèce Emiliania huxleyi a été choisie pour 

mener à bien ses expériences. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure II.4 : Souches RCC963 et RCC911 d’E. huxleyi prises au microscope à balayage 

électronique (MEB). 

RCC911 RCC963 
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Deux souches, non axéniques, étaient disponibles dans la collection de culture de Roscoff (RCC: 

http://roscoff-culture-collection.org/), toutes les deux isolées dans le transect BIOSOPE proches 

des îles Marquises à 10 m de profondeur : RCC911 et RCC963 (Figure II.4). La souche RCC911, 

plus calcifiée (conclusion faite à l’œil nu sur les images prises au MEB), a été sélectionnée et 

inoculée dans le nouveau milieu afin de l’acclimater aux différents changements de conditions 

(lumière, milieu et température). 

 

2.2 Choix de la température, de l’intensité lumineuse et du cycle 

jour/nuit 

A la station GYR du transect BIOSOPE, entre 100 et 200 m de profondeur, la température est 

comprise entre 21 et 18°C (Claustre et al., 2008; et la base de données BIOSOPE : 

http://www.obs-vlfr.fr/proof/vt/op/ec/biosope/bio.htm). Pour simplifier, nous avons choisi une 

température de 20°C pour réaliser les cultures, température des eaux se trouvant environ à 160 

m de profondeur, donc au sein du maximum de chlorophylle et de la niche profonde écologique 

et permettant la comparaison avec de nombreuses expériences réalisées à cette température 

(Feng et al., 2008; Langer et al., 2006; Sett et al., 2014). 

La durée de l’insolation journalière sur la période de la mission BIOSOPE a été obtenue avec 

un modèle d’irradiation réalisé par Giovanni Aloisi sur le logiciel Mathematica. Ce modèle utilise 

les équations fondamentales expliquées dans Campbell and Norman (1998) et permet de 

calculer le cycle journalier du rayonnement photosynthétiquement actif (en anglais : 

Photosynthetic Active Radiation - PAR) à n’importe quelle date et n’importe quelle position 

géographique sur la terre en fonction de paramètres astronomiques (déclinaison solaire, l’angle 

horaire du soleil et l’angle du zénith du soleil) et atmosphériques (absorption) (Aloisi, 2008). 

 

 

Figure II.5 : Cycle d’irradiance à la surface de l’océan sur 24h à la station GYR et à la date d’arrêt du 

bateau à cette station. Cycle calculé avec le modèle d’irradiation (Aloisi, 2008) (0 = 00h00, minuit). 

http://www.obs-vlfr.fr/proof/vt/op/ec/biosope/bio.htm
http://roscoff-culture-collection.org/
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La Figure II.5 montre le cycle d’irradiation pour la station GYR calculé avec le modèle 

d’irradiation. Le cycle moyen jour/nuit sur l’ensemble du transect se trouve entre 12h:12h et 

14h:10h (heures jour:nuit). Pour les expériences de cultures, le cycle 12h:12h a été choisi, ce qui 

correspond au cycle jour:nuit durant l’échantillonnage à la station GYR. 

 

En ce qui concerne le choix de l’intensité lumineuse et pour mener à bien une « limitation » 

de la lumière, il a été décidé de tester deux niveaux de lumière. La condition dite de « forte 

lumière » a été fixée à 140 µmol photons.m-2.s-1 (micromoles de photons par mètre carrés par 

seconde) car elle se trouve dans l’intervalle de lumière fréquemment utilisée dans d’autres 

études faites sur les coccolithophoridés (Engel et al., 2014; Müller et al., 2011; Riegman et al., 

2000; Rost et al., 2002), qui simulent des conditions de lumière saturante pour la croissance. La 

condition dite de « faible lumière » a été définie en étudiant les valeurs de lumière calculées à la 

station GYR du transect BIOSOPE au sein de la niche écologique : ~15 µmol photons.m-2.s-1 

(Claustre et al., 2008b). Ces valeurs ont été définies en utilisant les données de PAR normalisées 

à l’irradiance de surface (~ 1800 µmol photons.m-2.s-1 ; Claustre et al., 2008) disponibles dans la 

base de données BIOSOPE jusqu’à 117 m. Les valeurs d’irradiance ont ensuite été extrapolées 

jusqu’à 250 m en utilisant la loi de Beer-Lambert (équation II-4) et en considérant un coefficient 

d’atténuation constant de 0.025 m-1 (Claustre et al., 2008).  

 

Loi de Beer-Lambert :                          od zzK
e


0I=I(z)                                                               (II-4)                                

Avec I0 la lumière incidente en µmol photons.m-2.s-1, z la profondeur en mètre où la valeur 

de la lumière est désirée, z0 la profondeur d’arrivée de la lumière incidente et Kd le coefficient 

d’atténuation de la lumière en m-1.  

 

Il est très difficile de cultiver les cellules avec une intensité lumineuse aussi faible de par la 

durée des acclimatations et de l’expérience qui aurait nécessité quelques semaines en plus, 

c’est pourquoi nous avons décidé de réaliser les expériences à 30 µmol photons.m-2.s-1. Par la 

suite, les expériences en forte intensité lumineuse seront nommées les expériences « HL » pour 

« high light » : forte lumière et celles en faible intensité lumineuse « LL » pour « low light » : 

faible lumière. 

Afin d’obtenir une irradiance de 30 µmol photons.m-2.s-1 (conditions LL) dans l’incubateur, 

l’intensité lumineuse d’un des deux incubateurs a été ajustée avec des filtres à densité neutre 

visibles sur la Figure II.6. Ces filtres permettent de réduire l’intensité lumineuse venant des 

néons tout en gardant les propriétés de la lumière intacte : couleur, longueur d’ondes etc. Pour 
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l’incubateur à forte lumière HL, il a suffit d’allumer seulement 2 néons sur 5 par côtés (voir 

Figure II.6). L’intensité lumineuse a été mesurée avec une sonde Biospherical Instrument 

QSL2101 et un logiciel associé Quantamètre. 

 

 

Figure II.6 : Incubateur et filtre neutre. Incubateur avec 2 néons allumés et un filtre neutre posé 

devant la vitre transparente séparant les néons de l’intérieur de l’incubateur. 

 

2.3 Milieu de culture 

Eau de mer initiale 

Le milieu de culture a été préparé à partir d’un mélange de deux prélèvements d’eau de 

mer naturelle collectée, dans la Manche, à 1 m de profondeur à la station de prélèvement 

« Estacade » au large de la station biologique de Roscoff le 31 juillet 2014 et le 18 août 2014.  

La concentration en nutriments (nitrate et phosphate) dans cette eau de départ a été 

obtenue en consultant la base de données SOMLIT6 (Service d’Observation en Milieu Littoral). 

Cette base de données est tenue par la station marine d’Arcachon (UMR EPOC) et alimenté par 

les 11 stations SOMLIT du littoral français. Ce service d’Observation permet d’examiner les 

changements des systèmes côtiers sur le long terme et permet une homogénéisation de 

l’acquisition de paramètres (hydro-climatiques, chimiques et biologiques). Ces concentrations 

en nutriments ont donc été fournies après avoir fait une demande sur le site de la base de 

données SOMLIT, pour les dates de prélèvement à la station de l’Estacade de Roscoff de l’eau 

                                                           
6
 Site web : http://somlit.epoc.u-bordeaux1.fr/fr/ 

Néons lumineux 

Filtres de densité 

neutre 
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de mer utilisée (Tableau II.1). Les concentrations de nitrate et phosphate au site de prélèvement 

sont très faibles (Tableau II.1). 

 

 

Tableau II.1 : Dates du prélèvement et concentration en nitrate et phosphate fournies par SOMLIT. 

Site Date Heure 
Coefficient 

marée 
Profondeur  

(m) 

NO3 
(µmol.L

-1
) 

PO4 
(µmol.L

-1
) 

estacade 2014-07-21 12:05 48 1 0.3 0.11 

estacade 2014-08-05 10:27 44 1 0.6 0.14 

estacade 2014-08-19 11:40 40 1 1.3 0.20 

    
Moyenne 0.7 0.15 

 

 

Manipulations préliminaires 

L’eau de mer est restée 2 mois dans le noir complet ce qui a normalement contribué à la 

dégradation de la matière organique par les bactéries. Elle a tout d’abord été filtrée sur des 

filtres de 1 µm et 0.22 µm afin de retirer les grosses et plus petites particules et bactéries, et a 

été transvasé en même temps dans des bouteilles ou des bidons préalablement lavés. Les 

bouteilles ou les bidons ont été prélavés à l’acide chlorhydrique pour désinfecter et tuer toutes 

particules présentes, et rincés à l’eau distillée et à l’eau MilliQ afin d’éliminer l’acide 

chlorhydrique restant sur les parois et purifier la bouteille. Ces bouteilles ou bidons remplis 

d’eau de mer ont ensuite été autoclavés à 100°C pendant 10 minutes afin de tuer les bactéries 

présentes dans l’eau de mer initiale, ce qui est appelé « pasteurisation ». La pasteurisation 

permet une stérilisation du milieu en évitant un dégazage et donc un changement de la chimie 

du carbone trop important.  

 

Création du milieu de culture 

L’eau de mer pasteurisée a ensuite été modifiée en ajoutant les éléments du milieu K basés 

sur celui définit par Keller et al. (1987) et modifié par Ian Probert, détaillé dans l’annexe 1. Ces 

différents éléments sont essentiels pour la croissance d’un organisme unicellulaire 

phytoplanctonique océanique tel que E. huxleyi (LaRoche et al., 2010). L’éthylène diamine 

tétracétate de fer et de sodium NaFeEDTA qui est nécessaire entre autre au processus de 

photosynthèse, les vitamines qui sont nécessaires à la synthèse d’acide aminés (Croft et al., 

2005), les métaux traces qui sont des co-facteurs essentiels pour les métalloenzymes (Sunda, 

1989) et le Na2EDTA (éthylène diamine tétracétate de sodium) qui permet de chélater les 
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formes toxiques de métaux et/ou de rendre biodisponibles certains ions comme le fer (Jackson 

and Morgan, 1978). De l’hydroxyde de sodium NaOH a été ajoutée pour tamponner l’eau de 

mer et amener à un pH temporaire d’environ 7-8 (ce pH sera par la suite fixé à une valeur 

prédéfinie). Les nutriments, dihydrogénophosphate de sodium NaH2PO4 et nitrate de sodium 

NaNO3, n’ont pas été ajoutée suivant ce milieu de référence mais en se basant sur le choix 

préalable des concentrations présenté dans la partie 3.4. Il est important de préciser que le 

chlorure d’ammonium NH4Cl présent dans le milieu de référence n’a pas été rajouté pour ne pas 

apporter deux sources différentes d’azote aux cellules et ne pas entraver la limitation voulue en 

nitrate. Toutes ces solutions ont été préparées dans des flacons en verre prélavés et stérilisés. 

L’ajout de nutriments, vitamines, métaux et autres composés du milieu K a été fait sous 

hotte à flux laminaire comme toutes les autres manipulations. L’ajustement du pH (voir section 

2.4) s’est fait avant que le milieu soit filtré sur Stericup (système de filtration stérile avec un 

filtre de 0.22 µm). Ce milieu est ensuite transvasé dans de nouvelles bouteilles ou bidons 

préalablement lavés (acide chlorhydrique, eau distillée et eau MilliQ) et stérilisés à l’autoclave à 

120°C pendant 20 min. 

 

2.4 Choix du pH et de la pression en dioxyde de carbone (pCO
2

) 

2.4.1 Choix du pH et de la pCO2 

Concernant le système du carbone, la pression partielle de dioxyde de carbone (pCO2) a été 

choisie en étudiant les profils de pCO2 issus de la base de données BIOSOPE. La pCO2 a été 

obtenue à partir des données de carbone inorganique dissous (DIC), d’alcalinité totale (TA), de 

salinité et de température disponibles dans la base de données BIOSOPE (voir chapitre V pour 

les détails de la méthode de calcul de la pCO2). Il en résulte que la pCO2 à la station GYR est 

d’environ 385 µatm à 160 m et 390 µatm à 180 m. Il a donc été décidé de fixer la pCO2 à 390 

µatm au début de l’expérience qui correspond aussi en moyenne à la pCO2 atmosphérique 

actuelle qui frôle les 400 µatm (Le Quéré et al., 2015). Deux expériences supplémentaires (en 

conditions non limitées en nutriments) avaient pour but d’étudier, en parallèle, l’unique effet 

d’une augmentation de pCO2 d’environ 150 µatm et donc d’une diminution équivalente de pH 

entre 0.14 et 0.35 unités de pH (IPCC, 2007) prédite d’ici la fin du siècle.  

 

2.4.2 Calcul du pH à partir de la pCO2 et du DIC 

Pour connaître le pHT donnant lieu aux valeurs de pCO2 souhaitées de 390 et 650 µatm, le 

système du carbone inorganique dissous a été résolu à partir des valeurs de pCO2 et de DIC de la 
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façon décrite ci-dessous. La concentration du CO2 est obtenue à partir de la pCO2 via la loi 

d’Henry : 

H

 2

6

2
K

CO10
=pCO


                                                                                                                              (II-5)                    

Puis le système suivant de trois équations a été résolu pour trouver Hi, la concentration des ions 

hydrogène: 

eq2eq

-

3eq

2

3 CO+HCO+CO=DIC                                                                                                          (II-6)                                                                        

eq2

eq

-

3

1
CO

HCO
=K



Hi
                                                                                                                                   (II-7)    

eq

-

3

eq

2

3

2
HCO

CO
=K

 Hi
                                                                                                                                    (II-8)                                                                                       

Dans ces équations, le DIC est la somme de la concentration des espèces de carbone 

inorganique dissous (CO2 + HCO3
- + CO3

2-) et K1 et K2 sont la première et deuxième constante de 

dissociation de l’acide carbonique : 

 

CO2 + H2O  HCO3
- + H+ constante de dissociation K1 

 

HCO3
-  CO3

2-+ 2H+  constante de dissociation K2 

 

K1 et K2 sont obtenues en fonction de la température et de la salinité selon Zeebe and Wolf-

Gladrow (2001) (page 255).  

Ces trois équations permettent de créer un système à trois inconnues et d’en déduire la 

concentration des ions hydrogène Hi
+. La relation entre le pH et cette concentration permet 

d’en déduire aussi la valeur du pHT (pHT = -log ([Hi
+]). Ce modèle nous a permis de trouver le pHT 

nécessaire pour fixer la pCO2  à 390 µatm puis à 650 µatm : 8.075 et 7.875. Cependant la 

précision de la mesure du pH étant de ± 0.02 unité, il existe donc un intervalle d’erreur sur le pH 

voulu qui sera donc compris entre 8.05 et 8.09 pour le pH « élevé » et 7.85 et 7.89 pour le pH 

plus « faible ».  

Dans la procédure détaillée dans le paragraphe précédent, le carbone inorganique dissous 

(DIC), le pH échelle totale pHT et la salinité du milieu de culture K ont été analysés avant de faire 

les inoculations. Le DIC du milieu de culture était de 2107 ± 2 µmol.kg-1, la salinité mesurée avec 
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un conductimètre de 34.67 et le pHT de 7.36 ± 0.02 mesuré avec un pHmètre-potentiomètre à 

25°C (voir détails Tableau II.4). Nous avons mesuré le pH sur l’échelle totale (pHT) car cette 

échelle (et son étalonnage) est appropriée pour la composition ionique de l’eau de mer (Zeebe 

and Wolf-Gladrow, 2001). Le pHT des milieux a été ajusté aux valeurs voulues en utilisant une 

solution d’hydroxyde de sodium NaOH grâce aux propriétés basiques de ce composé. L’ajout de 

NaOH implique un changement de pH, de CO2 et d’alcalinité mais n’affecte en rien le DIC 

(Langer et al., 2006).  

 

De plus, le taux de saturation par rapport à la calcite a été calculé, comme ce qui suit, d’après 

Mucci (1983) : 

p

eq

2

3

Ca
K

CO
=

s

SwCa




                                                                                                                             (II-9)                           

SwCa et CO3
2-

eq les concentrations du calcium et des ions carbonates dissous, et Ksp, la constante 

de solubilité de la calcite dans l’eau de mer. La constante Ksp est obtenue en fonction de la 

température et de la salinité selon Zeebe and Wolf-Gladrow (2001). La calcite aura tendance à 

se dissoudre lorsque le taux de saturation sera plus petit que 1 (ΩCa < 1) (eau de mer sous-

saturée en calcite) ; lorsque le taux de saturation par rapport à la calcite sera plus grand que 1 

(ΩCa > 1) la calcite pourra se former par précipitation des ions carbonates et calcium (eau de mer 

sursaturée) (Morse and Mackenzie, 1990). 

 

3. Mise en place des pré-cultures, des acclimatations et des 

expériences 

3.1 Précautions de manipulation 

Toutes les bouteilles et matériels (type fiole, bécher, éprouvette, système de filtration non 

stérile, flacons, bouteilles échantillonnage,…) ont été lavés dans un bain de solution d’acide 

chlorhydrique, rincés à l’eau distillée et rincés à l’eau MilliQ ; et mises en milieu à chaque fois 

avant de les utiliser. Ces lavages ont été faits afin d’éviter toute contamination bactérienne ou 

extérieure (par exemple matière particulaire). 

Toutes les bouteilles de cultures ont été remplies quasiment jusqu’au bouchon pour éviter un 

espace d’air trop important et donc un échange de CO2 avec l’air présent dans la bouteille. 

Chaque manipulation d’échantillons et de bouteilles (milieux, solutions diverses, pré-cultures, 

acclimatations ou encore expériences) ont été faites sous une hotte à flux laminaire avec des 

gants et blouse.  
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3.2 Déroulement des cultures et schéma global (Figure II.7) 

L’étape des « micro-cultures » sert à maintenir en vie les cellules de la souche isolée et de 

commencer simultanément une acclimatation à la lumière. L’étape des « pré-cultures » permet 

de faire le choix des concentrations initiales pour que la limitation en nutriments soit atteinte 

(voir partie 3.4). Une fois ces concentrations définies, des cultures « d’acclimatation » ont été 

mises en place dans de plus grandes bouteilles (voir partie 3.5) et ont été faites 2 à 3 fois selon 

les expériences et le calendrier (il a fallu préparer tous le matériel et les milieux pour les 

expériences avant d’arrêter les acclimatations). La dernière étape dans le déroulement des 

cultures a été la mise en place des « expériences » de culture (voir partie 3.6) après la 

préparation des bouteilles et des milieux pour celles-ci. Il a été impossible de lancer toutes les 

expériences en même temps (15 bouteilles d’expériences pour HL et 15 pour LL) de par la place 

dans les incubateurs et de par l’aspect pratique (temps et nombre d’échantillonnage, et 

manipulations des bouteilles), c’est pourquoi il a fallu gérer les acclimatations et en 

recommencer de nouvelles si nécessaire. Ces différentes étapes sont toutes représentées dans 

la Figure II.7. 

 

3.3 Mise en place des micro-cultures  

Tout d’abord, après le choix de la souche RCC911, quelques gouttes ont été inoculées dans 

des bouteilles ventilées7 de cultures stériles et dans du milieu K/2 (Figure II.7). Ce milieu, fait par 

Ian Probert avant le début de notre collaboration, est basé sur un milieu K de Keller et al. (1987) 

dilué deux fois et se trouve être le milieu où la souche est maintenue en vie dans la Collection 

de Culture de Roscoff (RCC). La souche d’origine était très concentrée en cellules à mon arrivée 

donc nous avons décidé de l’inoculer dans deux bouteilles stériles de cultures différentes, dans 

le même milieu K/2 et de les placer séparément dans les incubateurs à « forte lumière » et à 

« faible lumière » de mes futures expériences. Une fois le milieu K préparé (avec les 

concentrations en nutriments non limitées en nutriments définies dans la partie 3.4.2), nous 

avons inoculé, dans ce nouveau milieu, les deux cultures arrivées à une forte concentration de 

cellules (Figure II.7). Pour ces nouvelles cultures, des bouteilles de cultures non ventilées et 

stériles ont été utilisées afin de se rapprocher des conditions des futures expériences où aucun 

échange d’air avec l’extérieur ne sera possible. Ces micro-cultures permettent de maintenir la 

souche en vie tout en commençant à l’acclimater au milieu et aux deux lumières qui serviront 

pour les expériences. Ces micro-cultures ont été répétées plusieurs fois pour permettre d’avoir 

                                                           
7
 Ayant une aération sur le bouchon pour permettre l’échange d’air avec l’extérieur de la bouteille de 

culture. 
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le temps nécessaire pour préparer les prochains milieux de cultures utilisés par la suite pour les 

pré-cultures. 

 

3.4 Mise en place des pré-cultures et choix des concentrations en nitrate 

et phosphate initiales 

Les pré-cultures ont permis de définir la concentration initiale en nutriments qui permettra 

d’atteindre la limitation en nutriments à la fin de l’expérience. Les différents milieux ont été 

préparés, en suivant les concentrations de nitrate et phosphate décrites dans la partie 3.4.1 et 

3.4.2 ci-dessous, dans des bouteilles Nalgène de 1L et les pré-cultures ont été faites dans des 

bouteilles de cultures stériles de 200 mL.  

 

3.4.1 Choix des concentrations pour les expériences limitées en 

nutriments 

En étudiant les concentrations observées dans la zone de maximum de chlorophylle à la 

station GYR entre 150 et 250 m, des concentrations se trouvant entre 0.49 et 4.12 µmol.L-1 pour 

le nitrate et entre 0.14 et 0.47 µmol.L-1 pour le phosphate ont été relevées. Pour les expériences 

limitées en nutriments, le but est d’aboutir à la limitation en nutriments des cellules avec des 

densités cellulaires maximales aux alentours de 100000-150000 cells.mL-1 lorsque la phase 

stationnaire est atteinte. De plus, l’objectif est d’éviter qu’une limitation par le carbone 

inorganique dissous se produise avant celle en nitrate ou phosphate et que le système du 

carbone inorganique dissous ne soit trop modifié par le nombre de cellules (si possible < 10% de 

changement de DIC à la fin de l’expérience). Pour ce faire il est nécessaire de restreindre le 

nombre de cellules atteint dans la culture (<150000 cells.mL-1; communication personnelle 

Gerald Langer) car une densité cellulaire trop importante pourrait modifier, de manière 

significative (> 10% voire plus), le système du carbone inorganique dissous du milieu de culture 

(LaRoche et al., 2010). Tout d’abord la limitation avec 3 différentes concentrations pour chaque 

nutriment, autour des valeurs in situ, a été testée: 5, 3 et 1 µmol.L-1 pour le nitrate ; et 0.1, 0.2 

et 0.3 µmol.L-1 pour le phosphate. Afin de respecter l’objectif de ne pas atteindre une densité 

cellulaire trop élevée dans la phase stationnaire, les concentrations limitantes choisies à la suite 

de ces expériences préliminaires ont donc été de 1 µmol.L-1 pour le nitrate et de 0.2 µmol.L-1 

pour le phosphate (Figure II.7).  

Par la suite, les expériences avec une concentration limitante en nitrate seront nommées 

« LN » pour l’anglais « low nitrate », celles avec une concentration limitante en phosphate 

« LP » pour « low phosphate » et celles avec une concentration limitante pour le nitrate et le 

phosphate seront nommées « LNP » pour « low nitrate and phosphate ». 
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Figure II.7 : Déroulement des cultures en laboratoire : du choix de la souche aux analyses. HL: forte 

lumière ; LL : faible lumière, LP: limité en phosphate, LN : limité en nitrate, LNP : limité en nitrate et 

phosphate, LpH : à faible pH  et µM = µmol.L-1. 
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3.4.2 Choix des concentrations pour les expériences non-limitées en 

nutriments 

Concernant les concentrations pour les expériences non-limitées en nitrate et/ou en 

phosphate, nous avons orienté notre choix vers les concentrations couramment utilisées, avec 

un rapport N:P de 16:1 (rapport de Redfield, 1963), 100 µmol.L-1 pour le nitrate et 6.25 µmol.L-1 

pour le phosphate (Langer et al., 2009; LaRoche et al., 2010; Zondervan et al., 2002). Ces 

concentrations sont plus que suffisantes pour que les expériences non limitées en nitrate et en 

phosphate, restent dans la phase exponentielle de croissance pour les densités cellulaires 

considérées (entre 100000 et 150000 cells.mL-1).  

Les expériences non limitées en nutriments et à pH dit « élevé » seront nommées les 

expériences « contrôles ». Les expériences non limitées en nutriments et à « faible » pH seront 

nommées les expériences « LpH » pour l’anglais « low pH ». 

 

 

3.5 Mise en place des acclimatations 

L’acclimatation permet de mettre en conditions les cellules aux conditions physico-

chimiques du milieu de culture. Les 5 milieux d’acclimatation ont été préparés dans des 

bouteilles Nalgène de 4L prélavées et stérilisées comme indiqué dans la partie 2.3, en 

respectant le choix des concentrations en nitrate et phosphate. Environ 10000 cells.mL-1 ont été 

inoculées pour LL et 250 cells.mL-1 pour HL. Ces acclimatations permettent d’acclimater les 

cultures à la lumière et à la chimie du milieu mais la limitation en nutriment n’arrivant qu’après 

la phase exponentielle (voir partie 1.2 de ce chapitre), acclimater les expériences à de faibles 

concentrations en nutriments n’est pas possible pour des cultures en batch (un chemostat serait 

nécessaire). Les acclimatations on été réalisées dans des bouteilles de 500 mL stériles non 

ventilées et ensuite, dans des bouteilles Nalgène de 500mL (prélavées et stérilisées) (voir Figure 

II.7). Les bouteilles ont été placées, couchées sur le flanc, au centre de l’incubateur et changées 

de niveaux tous les jours pour assurer une homogénéité de l’intensité lumineuse reçue par les 

cellules. De plus, elles ont été mélangées délicatement tous les jours afin de maintenir les 

cellules en suspension et éviter les agrégats. Ceux-ci ont aussi permis d’homogénéiser les 

cultures avant les comptages. 
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3.6 Mise en place des expériences 

3.6.1 Plan des expériences 

Après la détermination des différents  paramètres et le choix des concentrations en 

nutriments, un plan d’expérience (voir Tableau II.2) a pu être mis en place afin de faciliter la 

compréhension, la mise en place et le suivi des expériences.  

 

 

Tableau II.2 : Plan d’expérience avec les paramètres choisis préalablement. Abréviations définies 

dans la légende de la Figure II.3. La température et la salinité sont les mêmes que pour les milieux 

(voir parties 2.2 et 3.4). 

1ère EXPÉRIENCE : Changement de lumière et concentration en NO3 et PO4 

 
Paramètres Nombre de cultures 

 
Irradiance Nitrate Phosphate pHT pCO2 ACCLIMATATION EXPERIENCES 

 

µmol 
photons.m

-2
.s

-1
 µmol.L

-1
 µmol.L

-1
 

 
µatm 

 
Réplicats 

HL 150 100 6.25 
 
 
 
 
 

8.08 

 
 
 
 
 

390 

 
 
 
 
 

2 ou 3 

 
 
 
 
 

    3 

HL-LP 150 100 0.2 

HL-LN 150 1 6.25 

HL-LNP 150 1 0.2 

LL 30 100 6.25 

LL-LP 30 100 0.2 

LL-LN 30 1 6.25 

LL-LNP 30 1 0.2 

2ème EXPÉRIENCE : Changement lumière et de pCO2 

 
Paramètres Nombre de cultures 

 
Irradiance Nitrate Phosphate pHT pCO2 ACCLIMATATION EXPERIENCES 

 

µmol 
photons.m

-2
.s

-1
 µmol.L

-1
 µmol.L

-1
 

 
µatm 

 
Réplicats 

HL-LpH 150 
100 6.25 7.9 650 2 ou 3 3 

LL-LpH 30 
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3.6.2 Début des expériences 

Les 5 milieux pour les expériences ont été préparés dans des bidons Nalgène de 10L 

prélavés et stérilisés. Les mêmes milieux ont été préparés deux fois à la suite par manque de 

bidons de 10L (chaque milieu a donc nécessité au total 4 bidons de 10L : 2 pour réaliser les 

milieux et 2 pour les conserver après filtration). Des échantillons du milieu ont été pris pour 

analyser les nutriments, le DIC, le pHT. Les expériences ont été faites dans des bouteilles de 2.7L 

et en 3 réplicats. Chaque expérience a été inoculée avec les cellules de sa dernière acclimatation 

en phase exponentielle. Pour les expériences en HL, 500 cells.mL-1 ont été inoculées, alors que 

pour réduire la durée de l’expérience, 5000 cells.mL-1 ont été inoculées en LL ce qui a permis de 

gagner plusieurs jours. En effet, les cellules se divisent bien moins vite en LL (observé grâce aux 

comptages de cellules) et il est préférable d’inoculer plus de cellules comparé à l’expérience HL 

pour atteindre plus rapidement la phase stationnaire.  

 

3.6.3 Suivi de la croissance cellulaire 

Les expériences ont été suivies en comptant les cellules utilisant un cytomètre à flux BDFacs 

Canto II (formation et aide apportées par Dominique Marie) presque quotidiennement et au 

même moment de la journée. Comme pour les pré-cultures et les acclimatations, les bouteilles 

des expériences ont été posées dans l’incubateur sur le flanc et mélangées délicatement et 

changées de place tous les jours. Le comptage des cellules a nécessité, à chaque fois, seulement 

1 ou 2 mL de cultures ce qui n’a pas grandement changé le volume de cultures dans la bouteille. 

 

3.6.4 Fin des expériences et échantillonnage 

La fin des expériences contrôles a été définie de façon à limiter la croissance cellulaire à une 

densité d’environ 150000 cells.mL-1, densité affectant le système du carbone inorganique 

dissous sans amener à une limitation par le carbone et en respectant un changement du DIC 

restreint (communication personnelle Gerald Langer) (< 10% dans la plupart des cas, 12 et 13% 

pour deux expériences, voir chapitre III section 2.2). Pour ce qui est des expériences limitées en 

nutriments, elles ont été arrêtées une fois l’état stationnaire atteint (voir chapitre III), 2 ou 3 

jours après la fin de la phase exponentielle. 

 

Les expériences ont toutes été échantillonnées l’après-midi entre 12h et 16-17h. Chaque 

bouteille, tube, fiole ou éprouvette utilisé a été préalablement rincé avec le milieu de cultures. 

Ci-dessus un tableau récapitulatif des échantillons pris, du volume prélevé, et du type de filtre 

utilisé (Tableau II.3). Pour le DIC, le pHT et les nutriments, le filtrat a été utilisé pour remplir les 
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échantillons et les analyser par la suite. Pour les autres échantillons, ce sont les filtres qui ont 

été conservés et analysés ensuite. Idéalement, et pour un suivi de la concentration en 

nutriments au cours de l’expérience, il aurait fallu prendre des échantillons pour les analyses en 

nutriments tous les 2 jours. Cependant dans notre cas et considérant le nombre déjà important 

d’échantillons à prélever à la fin de l’expérience, ceci aurait demandé une bouteille de culture 

avec un plus grand volume et aurait nécessité environ 100 mL de cultures à chaque 

prélèvement. Ces prélèvements auraient donc modifié le niveau de culture dans la bouteille de 

façon importante au cours de l’expérience en créant ainsi un espace d’air plus important entre 

le niveau du milieu et le haut de la bouteille. Nous parlerons plus tard dans ce manuscrit de 

l’analyse suivie des nutriments faites par Langer et al. (2013) et qui est d’une grande utilité pour 

ce travail de thèse, mais seulement 30 mL ont été nécessaires pour chaque prélèvement ce qui 

facilitent la régularité des prélèvements. 

 

 

Tableau II.3 : Liste des échantillons pris à la fin des expériences.  Le volume prélevé, les filtres 

utilisés (GF/F : glass fiber filter, PC : polycarbonate) et le stockage des échantillons (PE : 

polyéthylène) sont indiqués. PIC : « particulate inorganic carbon » = carbone inorganique 

particulaire, POC : « particulate organic carbon » = carbone organique particulaire, PON : 

« particulate organic nitrogen » = azote organique particulaire et POP : « particulate organic 

phosphorus » = phosphore organique particulaire. 

Echantillons 
Volume filtré 

(mL) 
Filtres  Récipient Stockage 

DIC 100 25mm GF/F calcinés Bouteilles Réfrigérateur 

Nutriments 75-100 25mm GF/F calcinés Bouteilles en PE Congélateur 

pHT 100 25mm GF/F calcinés Bouteilles en PE  
Température 

ambiante 

PIC 200-250 (x2) 25mm GF/F calcinés Pilulier en verre Congélateur 

POC, PON 200-250 (x2) 25mm GF/F calcinés Pilulier en verre Congélateur 

POP 200-250 (x2) 25mm GF/F calcinés Boîtes de pétri Congélateur 

Ca2+ 200-250 (x2) 25 mm 0,8 µm PC Falcon 50 mL Au sec 

MEB 2/5 25mm 0,8 µm PC  Boîtes de pétri Au sec 

Microscope opt. 100 25 mm 0,8 µm PC Lames / 
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4. Traitement des échantillons et analyses 

Le Tableau II.4 détaille les paramètres analysés à la suite de l’échantillonnage et du 

stockage des échantillons, le traitement appliqué à ces derniers, les appareils utilisés afin de les 

analyser, le laboratoire où a été effectué les analyses et pour finir, les personnes (chercheurs, 

ingénieurs, assistants ingénieur) qui ont contribué aux traitements des échantillons et faits par 

la suite leurs analyses sur les appareils indiqués.   

 

4.1 DIC, pH
T 

et nutriments 

 Le pHT a été mesuré directement après échantillonnage avec une précision sur la mesure 

de ±0.02 unité de pH. Le DIC et les nutriments ont été analysés quelques mois après leur 

échantillonnage. Les limites de détection sont de ±2 µmol.kg-1 pour les analyses de DIC et de 

±0.003 µM et ±0.01 µM respectivement pour le phosphate et le nitrate. Chaque réplicat a été 

prélevé une fois par paramètres et la moyenne sur les trois réplicats a été calculée. 

Nous avons choisi d’analyser le couple le DIC et le pHT pour calculer le système du carbone 

inorganique dissous complet en accord avec les explications présentées dans le livre de Zeebe 

and Wolf-Gladrow, (2001). A l’aide du même modèle Mathematica, présenté dans la partie 2.4, 

qui permet de calculer le système du carbone inorganique dissous, les résultats obtenus à la fin 

des expériences dont le pHT et le DIC ont permis d’utiliser ce même modèle et de définir le 

système du carbone inorganique dissous entièrement : concentrations des ions HCO3
-, CO2, 

CO3
2- et la saturation en calcite: ΩCa.  

 

4.2 POC, PIC, PON, POP et concentration en calcium 

Les filtres GF/F ont été préalablement calcinés à 450°C pendant 4h pour enlever toute 

matière organique ou inorganique particulaire présente sur les filtres (voir Tableau II.3 dans la 

partie 3.6.4). De même, les piluliers en verre gravés avec le nom de l’échantillon ont, eux aussi, 

été calcinés avant utilisation. Pour les échantillons de POC et PON, analysés sur le même filtre, 

les filtres ont été acidifiés à l’acide chlorhydrique fumant dans un dessiccateur pour enlever 

toutes traces de composés inorganiques. En ce qui concerne le PIC, deux méthodes différentes 

ont été réalisées : la première (faite à la station biologique de Roscoff et appelé PICRoscoff) 

permet d’obtenir le PIC par différence du carbone total particulaire et du POC (Langer et al., 

2006), et la deuxième (faite au LOCEAN et appelé PICLOCEAN) a permis d’analyser les ions calcium 

présents sur le filtre (Daniels et al., 2012). Le protocole suivi pour l’échantillonnage et le 

traitement des échantillons de POC et PON est celui décrit par Bichon and Savoye (2013), 

protocole national SOMLIT. Le POP est obtenu par différence du phosphore total particulaire 
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(TPP) et du phosphore inorganique particulaire (PIP) (méthode modifiée par Labry et al., 2013) 

d’où l’échantillonnage de deux filtres pour obtenir une mesure de POP par réplicat. Des blancs 

ont été faits pour chaque expérience afin d’analyser le filtre sans matière filtrée et soustraire la 

valeur à celle de l’échantillon filtré. 

 

4.2.1 POC, PON, PIC et POP 

Les valeurs de POC, PON et PIC ont été obtenues en µg et ont été converties en pg.cell-1 

après avoir soustrait la valeur du blanc et ramenées au nombre de cellules et au volume filtré 

par expérience. Les valeurs présentées dans la partie résultats sont les moyennes et erreurs sur 

les trois réplicats et sur leurs deux analyses chacun : ce qui fait 6 valeurs au total par expérience 

et un blanc respectivement. 

Pour le POP,  les valeurs ont été données en µmol.L-1 et, de même que pour le POC, PON et PIC, 

converties en pg.cell-1et moyennées sur les 6 valeurs obtenues après avoir déduit les blancs des 

concentrations en TPP et PIP.  

 

4.2.2 Ca
2+

: calcium 

Tout d’abord, la concentration de l’ion calcium (Ca) a été analysée sur un spectromètre de 

masse (ICP-MS). La concentration de cet ion de masse atomique 43 a été utilisée comme 

résultat car il y a des interférences entre l’argon 40, utilisé comme gaz vecteur dans l’ICP-MS, et 

le calcium 40. En parallèle, le sodium (Na)  de masse atomique 23 a été analysé pour soustraire 

la concentration de calcium, pouvant substituer Na dans le réseau cristallin de chlorure de 

sodium NaCl (Pilson 1998), à la valeur du calcium présent dans l’échantillon. Cette substitution 

du sodium par le calcium est égale à 0,038214 fois la concentration de sodium comme indiqué 

dans Pilson (1998). 

Avant de soustraire la valeur des blancs aux concentrations mesurées dans l’échantillon (en 

µg.L-1), la dérive du spectromètre de masse a été calculée en utilisant des solutions standards de 

concentrations connues pour le calcium et le sodium qui ont été analysées entre chaque set 

d’échantillons d’une expérience (2 échantillons par réplicat donc 6 échantillons par expérience). 

Après la correction de la dérive et des blancs, les résultats ont été ramenés en µg en appliquant 

les facteurs de dilution appliqués pendant le traitement des échantillons. La concentration en 

calcium (en µmol) venant des cristaux de sel substitués a alors pu être déduite de celle du 

calcium total présent dans l’échantillon (aussi en µmol). Finalement les concentrations en 

calcium ont été exprimés en pg.cell-1 grâce au volume filtré et au nombre de cellules par mL; et 

moyennées sur les 6 valeurs obtenues par expérience. La concentration en calcium est ramenée 
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à la concentration en PIC en considérant un ratio 1:1 Ca2+:PIC et que tout le calcium présent sur 

les filtres provient des carbonates CaCO3 (Fagerbakke et al., 1994). 

 

4.3 Microscopie électronique à balayage et microscopie optique  

Les filtres, traités comme définit dans le Tableau II.4 pour l’étude d’imagerie en 

microscopie optique et microscopie électronique à balayage (MEB) ont permis d’obtenir des 

images pour mesurer respectivement la taille des cellules internes (sans les coccolithes) et la 

taille des coccosphères et coccolithes à l’aide du logiciel ImajeJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/). Dans 

la mesure du possible et selon la qualité des filtres, le diamètre de 100 cellules et coccosphères 

a été mesuré pour chaque réplicat (dont deux mesures par coccosphères ou par cellules) (voir 

Figure II.8A et C) et 300 longueurs de coccolithes (appelés « Distal Shield Lenght » soit DSL) ont 

été mesurées par expérience (un réplicat par expérience) (voir Figure II.8B).  

Pour les mesures de taille de coccosphères et de cellules, la moyenne sur toutes les mesures 

des trois réplicats d’une même expérience a été calculée ainsi que l’écart type. De plus, le 

volume a été calculé en considérant les coccosphères et les cellules de forme sphérique. Pour 

les mesures de coccolithes, un seul réplicat a été mesuré par expérience de par le temps que 

cela demande et la similarité entre les trois réplicats de chaque expérience.  

 

 

 

Figure II.8 : Images des mesures faites sur les cellules. Mesures du diamètre des coccosphères (A), 

de la longueur des coccolithes (B) et du diamètre des cellules internes (C). 

 

http://rsbweb.nih.gov/ij/
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Tableau II.4 : Tableau récapitulatif des paramètres analysés. Détails des traitements des 

échantillons, des appareils utilisés, du laboratoire et des personnes ayant fait le traitement et/ou les 

analyses (SBR : Station Biologique de Roscoff ; IRD : Institut de Recherche et du Développement). 

Paramètres 
analysés 

Traitement Appareil utilisé 
Laboratoire 

d'analyse 

Personne(s) 
ayant traité 

et/ou analysé 
les échantillons 

DIC Empoisonnement à l’HgCl2 
Analyseur de gaz 

CO2/H2O LICOR7000 
SBR 

M. Vernet et Y. 
Bozec 

pHT 
Bain thermostaté 25°C 

Calibré avec un tampon TRIS 

pHmètre-
potentiomètre 

pHenomenal pH1000L 
(Ross ultra combination 

pH electrode) 

SBR Moi 

Nutriments / 
Autoanalyseur 

Seal Analytical AA3 
SBR T. Cariou 

MEB 

Rincé avec une solution de NH4OH 
25% 

Séché à l'étuve 55°C-1h 
Montage sur plot en aluminium et 

recouvert d'or-paladium 

Microscope 
électronique à balayage 

Phenom G2 pro 
desktop 

SBR 
moi (et I. 
Probert) 

PIC Etuve à 50°C pendant la nuit 
NC analyseur Flash EA 

1112 
SBR C. Leroux 

POC, PON 
Dessiccateur d'HCl fumant 

Etuve à 50°C pendant la nuit 
NC analyseur Flash EA 

1112 
SBR 

T. Cariou et C. 
Leroux 

POP 

TPP : 
Séché à 95°C - 3h dans 2mL MgSO4 

Carbonisé à 550°C -2h, 
Hydrolysé dans 5mL HCl (1M) à 

20°C-18h 
Dilué à l’eau MilliQ déionisée 

PIP : 
Séché à 50°C - 3h 

Hydrolysé dans 5mL HCl (1M) à 
20°C-18h 

Dilué à l’eau MilliQ déionisée 

Autoanalyseur 3 Seal 
analytical 

IFREMER de 
Brest 

C. Labry et A. 
Youenou 

Ca2+ 

Rincé avec une solution de NH4OH 
Séché à l'étuve 55°C-1h 

Extraction avec une solution 
d'HNO3 69% 

ICP-MS 7500cx Agilent IRD de Bondy 
moi, F. Le cornec 

et I. Djouraev 
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5. Conclusions 

Ce chapitre a pour but de décrire les méthodes utilisées et le choix des expériences de 

cultures réalisées en laboratoire à la station biologique de Roscoff. Il a fallu être rigoureux dans 

l’organisation de ces expériences : mise en place du protocole de cultures, formation sur les 

différents appareils utilisés, collaboration avec les différentes personnes et laboratoires pour 

l’analyse des échantillons, commandes diverses pour avoir le matériel nécessaire dans les délais, 

et bien sûr, suivi quotidien de l’avancement des cultures et anticipation des échantillonnages, 

lavages… Malgré la complexité et l’organisation que demande ce travail en laboratoire, les 

nombreuses expériences réalisées par d’autres scientifiques ont permis de mener ces 

expériences dans les meilleures conditions et d’avoir de nombreux protocoles à disposition. 
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Dans ce chapitre sont présentés les résultats des expériences de culture en batch dont la 

méthodologie a été décrite dans le chapitre II. L’étude de la littérature permet de valider ou 

d’apporter de nouvelles observations et hypothèses quant à la croissance d’E. huxleyi en 

conditions limitées de lumière et de nutriments. Ce chapitre a été découpé en 5 parties de 

façon à décrire les résultats, les interpréter et les discuter. La première partie décrit les 

résultats de croissance cellulaire et de taux de croissance. La deuxième partie présente les 

résultats des concentrations en nutriments dissous dans le milieu et du changement du système 

du carbone au cours de l’expérience. La morphologie des cellules est abordée dans la troisième 

partie avec l’explication et la représentation des résultats de mesures des coccosphères, 

cellules et coccolithes. Ces mesures sont largement utilisées par les scientifiques pour 

comprendre l’impact des changements environnementaux sur la morphologie des cellules de 

coccolithophoridés (ex. De Bodt et al., 2010; Iglesias-Rodriguez et al., 2008; Riegman et al., 

2000; Sciandra et al., 2003). Une quatrième partie décrit les quotas cellulaires et les rapports de 

matière particulaire afin de comprendre comment le métabolisme des cellules a réagi aux 

changements de conditions de cultures. Ces analyses de quota et calcul des rapports de quotas 

permettent de comparer les variations observées avec la littérature: par exemple avec Engel et 

al. (2014); Krug et al. (2011); Oviedo et al. (2014); Rokitta and Rost (2012); Trimborn et al. 

(2007). Pour finir, cette comparaison avec la littérature est faite de façon plus détaillée dans la 

cinquième partie où une discussion plus générale de chaque effet testé sera faite.  

 

 

1. Croissance des cultures 

1.1 Description des courbes de croissance 

Les comptages de cellules quasiment journaliers ont permis un suivi précis des cultures de 

chaque expérience. La Figure III.1 montre que les expériences en HL ont dues être comptées 

tous les jours de par la faible durée des expériences : de 6 à 9 jours. Cependant les expériences 

en LL ayant duré entre 12 et 19 jours, les comptages ont parfois été faits tous les 2 jours, ce qui 

a permis un gain de temps de manipulation. Ceci a aussi permis d’éviter d’utiliser trop de 

volume de cultures ce qui aurait généré un espace d’air plus important entre la surface de la 

culture et le bouchon (en anglais « headspace »). Il est important de minimiser ce headspace qui 

peut influer sur les conditions du système du carbone inorganique dans le milieu si celui-ci est 

différent de l’atmosphère. 
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Figure III.1 : Densité cellulaire des expériences HL (A) et LL (B) en fonction du jour de l’expérience. 

« Contrôle » signifie riche en nutriments (et pCO2 = 390 µatm) ; LP, LN et LNP signifient 

respectivement limitée en PO4, limitée en NO3 ; et limitée en NO3 et PO4; LpH signifie faible pH (pCO2 

= 650 µatm). 

 

Les courbes de croissance montrent que les expériences HL ont une densité cellulaire qui 

augmente bien plus vite que les expériences en LL (Figure III.1). Alors que les expériences HL ont 

atteint une densité cellulaire d’environ 50 000 cells.mL-1 autour du 5ème ou 6ème jour (Figure 

III.1A), les expériences LL l’ont atteint aux alentours du 8ème ou 10ème jour d’expérience (Figure 

III.1B). Concernant les cultures en conditions non limitées en nutriments, les courbes de 

croissance mettent en avant la croissance exponentielle en HL et en LL. En HL, la croissance des 

expériences dites « contrôles » et celles non limitées en nutriments à faible pH « LpH » se 

superposent parfaitement. Alors qu’en LL, la densité cellulaire a augmenté plus rapidement 
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pour l’expérience LpH (faible pH) que l’expérience contrôle. Ceci peut s’expliquer par une petite 

différence dans le nombre de cellules inoculées par mL au départ qui peut induire un 

changement plus important dans les générations suivantes.  

 

La pente des phases exponentielles dépend majoritairement des conditions de lumière et 

de température, il était donc attendu les mêmes phases exponentielles pour une condition de 

lumière (la température étant la même pour toutes les expériences). A un jour près de 

décalage, les phases exponentielles de toutes les expériences HL se suivent et sont similaires. 

Les phases exponentielles des expériences non limitées en nutriments et LP en HL se 

superposent, alors que celles des expériences LN et LNP commencent au jour 4 plutôt qu’au 

jour 3 et sont donc décalées d’un jour. En LL, les phases exponentielles de toutes les 

expériences (sauf LNP) sont aussi assez similaires. La phase exponentielle de l’expérience LNP 

ne suit pas du tout la même phase que les expériences non limitées. On observe en effet un 

plateau de densité cellulaire après la phase de latence ce qui peut être une conséquence d’une 

mauvaise homogénéisation lors des comptages ou encore d’un souci dans la division cellulaire. 

La limitation en nutriments intervient lorsque l’élément limitant arrive à épuisement et est 

mise en avant par la phase stationnaire de l’expérience. Ainsi, les expériences limitées en 

nutriments, excepté celle en LL-LP, ont toutes atteint une phase stationnaire ce qui indique que 

la limitation en nutriments a été réussie. Les phases stationnaires en HL commencent au 6ème ou 

7ème jour, et celle en LL commence au jour 11 (selon l’expérience LL-LN). Cette différence nous 

donne déjà un aperçu de l’impact de la limitation en lumière sur la croissance des cellules avant 

que la limitation en nutriments intervienne. L’expérience LP-LL sera détaillée dans la partie 5.1.  

 

1.2 Taux de croissance des expériences contrôles 

1.2.1 Calcul du taux de croissance 

Comme présenté dans le chapitre II, le taux de croissance est égal à la pente de la 

régression linéaire sur les données de densité cellulaire sur l’échelle logarithmique dans la 

phase exponentielle de croissance. La Figure III.2 nous montre graphiquement que cette 

définition du taux de croissance n’est pas valable pour une expérience dans la phase de 

limitation en nutriments où le taux de croissance instantané diminue dans le temps et les 

densités cellulaires ne s’alignent pas sur une droite. Dans la phase transitoire (phase 2 sur la 

Figure III.2), le taux de croissance est égal à la tangente de la courbe de densité cellulaire, qui 

est une quantité très difficile à déduire en pratique. Dans ces conditions, le taux de croissance 

sera compris entre zéro et le taux de croissance de la phase exponentielle (phase 1 sur la Figure 
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III.2) alors que dans la phase stationnaire le taux de croissance sera égal à zéro (phase 3 sur la 

Figure III.2).  

 

 

 

Dans la littérature, le taux de croissance est parfois calculé dans des expériences faites en 

batch, en utilisant la pente de la droite qui unit le début de la phase exponentielle de croissance 

avec un point à la fin de la phase de limitation (ex :  Langer et al., 2013). Cette procédure n’a pas 

de sens scientifique. En effet, cette utilisation des données de densité cellulaire pour calculer un 

taux de croissance dans des expériences limitées en nutriments induit une erreur importante 

car un taux de croissance supérieur à zéro est calculé dans des expériences de croissance qui 

ont atteint la phase stationnaire.  

Ainsi comme décrit dans le papier de Langer et al. (2013), le taux de croissance moyen 

déterminé pour une expérience limitée en nutriments ne sera pas représentatif ni de la phase 

exponentielle, ni de la phase stationnaire de l’expérience. Ce taux de croissance n’est donc pas 

Figure III.2 : Figure explicative mettant en avant l’incapacité de calculer ou définir un taux de 

croissance pour une expérience limitée en nutriment. La droite verte représente la droite 

schématique des données de densité cellulaire sur l’échelle logarithmique. Les courbes en pointillés 

noires représentent les tangentes de la courbe verte dans chaque phase 1, 2 et 3. La droite rose 

représente la détermination erronée du taux de croissance. 
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utilisable pour une expérience de ce type et n’aura pas de sens physiologique. De plus, il ne 

peut en aucun cas être utilisé pour calculer des taux métaboliques tels que la production de 

photosynthèse (POCprod=µ * POC) et de calcification (PICprod=µ * PIC) (voir  Langer et al., 2013). 

Par conséquent, les densités cellulaires seront utilisées dans ce chapitre pour calculer le 

taux de croissance uniquement pour les expériences non limitées en nutriments. Dans ces 

conditions, le taux de croissance est fonction de la lumière et de la température. Nous 

aborderons dans le chapitre IV l’utilisation des densités cellulaires dans des conditions de 

limitation en nutriments. 

 

1.2.2 Résultats des taux de croissance  

Le taux de croissance de chaque réplicat a été calculé et les trois taux de croissance obtenus ont 

été moyennés et l’écart type calculé (voir Tableau III.1).  

 

 

Tableau III.1 : Résultats des taux de croissance (µ) pour les expériences contrôles et à faible pH. 

Expériences µ (j-1) std 

HL-Contrôle 0.91 0.028 

HL-LpH 0.96 0.011 

LL-Contrôle 0.28 0.014 

LL-LpH 0.23 0.003 
 

 

 

 

 

 

 

Si nous regardons la différence des taux de croissance entre les deux conditions de lumière 

appliquées, nous verrons que la Figure III.3 confirme les variations déduites de façon 

qualitatives quant aux taux de croissance (Figure III.1). La température ayant été fixée et gardée 

constante, le taux de croissance dans ses expériences sera uniquement fonction de la lumière 

fixée. Comme deux irradiances différentes ont été choisies, l’une faible (~ 30 µmol photons.m-

2.s-1) et l’autre assez élevée (~ 140 µmol photons.m-2.s-1) pour permettre une bonne croissance, 

une différence dans la durée des expériences était attendue, et donc aussi dans la valeur du 

taux de croissance. La Figure III.3 nous indique l’exactitude de ses hypothèses de par la durée de 

l’expérience plus longue pour les expériences LL : 12-14 jours au lieu de 6 jours pour les 

expériences HL ; et de par le taux de croissance bien plus faible pour ces mêmes expériences : 

de 0.28 ± 0.014 j-1 en LL et de 0.91 ± 0.028 j-1 en HL par exemple pour les expériences contrôles 
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(voir Tableau III.1). Ces résultats mettent en avant la réussite de la limitation de la croissance 

cellulaire par la lumière. 

 

Figure III.3 : Logarithme népérien des points de densité cellulaire pour les expériences contrôles en 

fonction du jour de l’expérience. Les données représentées sont les points de densité cellulaire 

pendant la phase exponentielle de l’expérience. 

 

 

Figure III.4 : Logarithme népérien des points de densité cellulaire linéaires, pour les expériences 

non limitées en nutriments en HL (A) et LL (B). 

 

Des différences de second ordre sont aussi présentes pour un niveau de lumière donné. La 

Figure III.4 nous montre que le taux de croissance en conditions HL est un peu plus faible pour 

l’expérience contrôle que pour l’expérience LpH. Celui-ci est par contre plus faible pour 

l’expérience LpH que l’expérience contrôle en conditions LL. Sachant que les bouteilles utilisées 

sont les mêmes et que les incubateurs aussi, cette petite différence ne pourrait être liée qu’à un 

changement de position dans l’incubateur (6 niveaux avec au maximum deux bouteilles par 

A B 
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niveaux changées de place et de niveaux tous les jours). Cependant considérant l’écart type 

(Tableau III.1), les valeurs restent très proches. 

 

 

2. Nutriments et système du carbone inorganique dissous 

2.1 Consommation de nitrate et phosphate par les cellules 

La concentration en nitrate et en phosphate a été analysée pour les milieux de cultures 

ainsi qu’à la fin des expériences. Malgré une grande rigueur dans la réalisation des solutions de 

nitrate et phosphate, et dans la préparation des milieux, nous pouvons noter qu’il y a une 

différence importante entre les concentrations voulues (100 et 1 µmol.L-1 pour le nitrate, et 

6.25 et 0.2 µmol.L-1 pour le phosphate) et les concentrations analysées (voir Tableau III.2A). 

Cette différence est d’autant plus importante pour l’expérience contrôle en HL (environ 20%) et 

pour les concentrations limitantes que ce soit en nitrate ou phosphate (entre 125 et 400% 

d’erreur). Pour expliquer ces dernières observations, nous pouvons revenir au tableau de 

valeurs en nutriments in situ mesurées par SOMLIT et présentées dans le chapitre II. En 

soustrayant ces valeurs de concentrations in situ aux concentrations mesurées dans les milieux, 

nous réduisons le biais d’erreur entre 49 et 97 % pour le phosphate mais celui-ci reste 

cependant élevé pour le nitrate (340, 170 et 80%). Ce que nous pouvons retenir de ces résultats 

est que malgré les antécédents en nutriments dans l’eau de mer prélevée, aussi faibles soient-

ils, et malgré la rigueur appliquée pour la mise en place de ces milieux, il a été difficile d’obtenir 

la concentration exacte désirée pour des concentrations aussi faibles en nutriments et pour des 

volumes aussi importants de milieux (10 L). En effet, ce grand volume a demandé de nombreux 

prélèvements répétés ce qui ajoutent les incertitudes du prélèvement et de la précision du 

pipeteur.    

Les concentrations en nutriments à la fin des expériences sont cohérentes avec les 

observations faites dans la partie 1.1 sur les courbes de croissance cellulaire. En effet, les faibles 

concentrations atteintes pour les expériences limitées confirment le fait que la limitation en 

nutriment a été atteinte. Lorsque les concentrations en nitrate ou phosphate étaient faibles au 

début de l’expérience (voir Figure III.5), entre 92.8 et 98.7% de l’élément limitant ont été 

consommés. Lorsque les concentrations en nutriments étaient élevées, entre 6.4 et 25.2% de 

nitrate et/ou de phosphate ont été consommés.  

Pour les expériences non limitées en nutriments (contrôles en HL et LL, HL-LpH et LL-LpH), le 

pourcentage de consommation est en général quasiment le même entre le nitrate et le 

phosphate, ou seulement 2% d’écart comme pour l’expérience HL. En effet le rapport 
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nitrate:phosphate initial dans le milieu pour ces expériences étaient proche du rapport de 

Redfield8 (N:P = 16 ; Redfield, 1963), c'est-à-dire entre 15.6 pour l’expérience HL-LpH et 17.2 

pour l’expérience contrôle en HL. Ainsi les cellules ont consommé le nitrate et le phosphate 

suivant un rapport de Redfield pour les expériences non limitées en nutriments. 

 

 

Tableau III.2 : Concentrations en nutriments dissous pour les milieux de cultures (A) et à la fin des 

expériences (B).  

A)                                                                        B)                                                                                                                                                                   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pour les expériences LL-LP et HL-LNP, les concentrations analysées en phosphate étaient en 

dessous de la limite de détection pour un réplicat sur trois (LL-LP) et pour deux réplicats sur 

trois (HL-LNP). En ce qui concerne l’expérience LL-LP, sa courbe de croissance n’ayant pas 

atteint la phase stationnaire, il est difficile, à cette étape du chapitre, de trouver une cohérence 

avec la faible concentration en phosphate analysée (de plus amples indications seront fournies 

par la valeur du quota cellulaire en phosphore POP ; voir partie 4.4). 

                                                           
8
 Rapports de Redfield (Redfield, 1963) : rapport atomique de carbone, azote et phosphore trouvé dans le 

phytoplancton et dans l’océan profond. C/N/P = 106/16/1. 

 
NO3 PO4 

Milieux µmol.L
-1

 µmol.L
-1

 

HL-Contrôle 81.8 4.90 

HL-LP 100.4 0.55 

HL-LN 2.50 6.13 

HL-LNP 4.8 0.50 

LL-Contrôle 94.2 5.90 

LL-LP 100.7 0.45 

LL-LN 5.10 6.31 

LL-LNP 3.4 0.47 

HL-LpH 92.6 5.95 

LL-LpH 97.5 6.27 

           NO3 PO4 

Expériences µmol.L
-1

 std µmol.L
-1

 std 

HL-Contrôle 67.92 1.98 3.95 0.12 

HL-LP 80.88 0.35 0.01 0.00 

HL-LN 0.18 0.03 5.74 0.00 

HL-LNP 0.08 0.00 0.01 0.01 

LL-Contrôle 79.10 1.15 4.90 0.04 

LL-LP 75.25 1.24 0.01 0.01 

LL-LN 0.13 0.02 5.83 0.02 

LL-LNP 0.15 0.07 0.03 0.02 

HL-LpH 80.68 2.10 5.18 0.12 

LL-LpH 79.71 1.20 5.08 0.09 
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Figure III.5 : Consommation en nutriments exprimée en % pour le nitrate et le phosphate. 

 

2.2 Le système du carbone inorganique dissous 

Pour éviter un changement important du DIC à l’intérieur de la culture et une limitation 

éventuelle par le CO2 (qui peut arriver avant la limitation en nutriments selon les concentrations 

de ces derniers et selon la durée de l’expérience), il a fallu garder un système du carbone 

inorganique dissous quasi-constant au cours de l’expérience.  

Comme détaillé dans le chapitre II, le but était d’obtenir une pCO2 de 390 µatm (pHT de 8.075) 

pour les 8 premières expériences et 650 µatm (pHT de 7.875) pour les deux dernières. Le 

Tableau III.3A nous montre que la pCO2 pour les milieux de culture se trouve entre 373 et 436 

µatm (soit un pHT entre 8.11 et 8.05) et à 637 et 696 µatm (soit un pHT de 7.89 et 7.86). Nous 

avons donc plutôt bien réussi à obtenir les pCO2 voulues, malgré la délicatesse de maniement 

du système du carbone avec 10L de milieu à chaque fois. Pour ce qui est de la concentration en 

DIC dans les milieux, celles-ci se trouvent ente 2155 et 2255 µmol.kg-1 pour les expériences avec 

une pCO2 d’environ 400 µatm, et à 2151 et 2166 µmol.kg-1 pour les expériences avec une pCO2 

d’environ 650 µatm. 

Comme attendu et en accord avec la littérature (ex. Feng et al., 2008; Rokitta and Rost, 2012), 

l’état de saturation du milieu par rapport à la calcite, ΩCa est plus faible pour les milieux LpH: 

moyenne de 4.3 alors qu’elle se situe entre 6.38 et 7.23 pour les autres milieux. De plus, nous 

pouvons noter que pour tous les milieux de culture ainsi qu’à la fin de chaque expérience, le 

taux de saturation en calcite ΩCa est bien supérieur à 1 (entre 4.17 et 9.23). Par conséquent, le 

carbonate produit par les cellules est thermodynamiquement stable et n’aura pas tendance à se 

dissoudre lors des expériences. 
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Tableau III.3 : Système du carbone inorganique dissous et saturation en calcium pour les milieux 

de cultures (A) et les expériences (B). ΔpCO2 et ΔDIC correspond à la consommation entre le milieu 

et l’expérience. ΔpHT correspond à l’augmentation en pH exprimée en % entre le milieu et 

l’expérience. 

                                               A) 

 
pHT pCO2 DIC ΩCa 

Milieux 
 

µatm µmol.kg
-1

 
 

HL-Contrôle 8.05 436 2224 6.38 

HL-LP 8.07 401 2155 6.46 

HL-LN 8.08 393 2161 6.58 

HL-LNP 8.11 373 2169 6.98 

LL-Contrôle 8.08 413 2254 6.89 

LL-LP 8.11 384 2255 7.23 

LL-LN 8.10 388 2225 7.08 

LL-LNP 8.08 410 2250 6.92 

HL-LpH 7.89 637 2151 4.44 

LL-LpH 7.86 696 2166 4.17 

 

B) 

 
pHT pCO2 ΔpCO2 DIC ΔDIC ΩCa 

Expériences 
 

std µatm std % µmol.kg
-1

 std % 
 

std 

HL-Contrôle 8.13 0.01 351 16.2 19.4 2177 19.1 2.1 7.31 0.14 

HL-LP 8.21 0.01 248 4.8 38.1 1894 21.0 12.1 7.45 0.19 

HL-LN 8.14 0.01 323 3.7 17.9 2060 3.6 4.7 7.10 0.05 

HL-LNP 8.17 0.01 304 20.0 18.5 2028 9.2 6.5 7.55 0.23 

LL-Contrôle 8.13 0.02 353 21.1 14.7 2161 7.6 4.1 7.22 0.30 

LL-LP 8.30 0.01 199 7.4 48.3 1956 8.3 13.2 9.23 0.20 

LL-LN 8.09 0.00 381 4.2 1.6 2139 4.2 3.9 6.68 0.05 

LL-LNP 8.09 0.00 383 2.5 6.6 2128 1.7 5.4 6.60 0.03 

HL-LpH 8.07 0.01 377 21.1 40.8 1980 23.1 7.9 5.83 0.19 

LL-LpH 8.01 0.01 456 10.6 34.5 2092 5.7 3.4 5.57 0.08 

 

 

Le Tableau III.3A et Tableau III.3B relatent des résultats avant le début des expériences et à 

la fin des expériences et nous permet de voir le changement en DIC (représenté par la Figure 

III.6), en pHT et pCO2 et en ΩCa. Clairement nous pouvons voir qu’il y a une augmentation du pHT 

et ΩCa au cours de l’expérience alors que la pCO2 et DIC diminuent. Ce phénomène s’explique 

par les équations chimiques de photosynthèse et calcification (équations III-1 et III-2) : 
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Photosynthèse :               2222 OOCHOHCO             puits de DIC            pH↗             (III-1) 

       Calcification:           
3

2

3

2 CaCOCOCa 
                   puits de DIC            pH↘            (III-2)                          

Ces équations de processus métaboliques réalisés par les coccolithophoridés (Paasche, 2002) 

nous montrent que les deux processus, favorisés par une augmentation du nombre de cellules, 

sont un puits de DIC de par la consommation du CO2 par la photosynthèse et celle du CO3
2- par 

la calcification. Cependant, le pH est contrôlé par la consommation de l’acide faible CO2, qui de 

par sa consommation pendant le processus de photosynthèse génère une augmentation de pH, 

et la base faible CO3
2-, qui de par sa consommation pendant le processus de calcification, génère 

une diminution du pH. La variation du pH dépendra donc de l’équilibre de ce double effet (c'est-

à-dire du rapport PIC :POC). 

 

  Des changements importants du système du carbone inorganique dissous sont observés 

pour les expériences limitées en phosphate, HL-LP et LL-LP où le pHT a augmenté de 0.14 et 0.19 

unités de pH respectivement (Tableau III.3B) et la saturation en calcite de 0.99 et 2 

respectivement. Le DIC et la pCO2 ont eux tous deux diminué pour les mêmes expériences : le 

DIC de 12.1% et 13.2% pour l’expérience HL-LP et LL-LP respectivement et la pCO2 de 38.1% et 

48.3% pour l’expérience HL-LP et LL-LP. Ces expériences LP ont la consommation en DIC la plus 

importante parmi toutes les expériences et la diminution en pCO2 la plus élevée (en dehors des 

expériences LpH qui ont aussi une diminution de pCO2 de 40.8% et 34.5% respectivement pour 

l’expérience HL-LpH et LL-LpH). Le changement en DIC le moins important est observé pour les 

expériences contrôles en HL et LL-LpH avec 2.1% et 3.4% de consommation respective. 

Comme nous venons de le noter, la pCO2 des expériences en LpH a diminué de façon plus 

importante que les autres expériences excepté les expériences LP : elle est passée de 637 et 696 

µatm dans les milieux, respectivement en HL et LL, à 377 et 456 µatm à la fin de l’expérience. Le 

taux de saturation en calcite voit des pourcentages d’augmentation maximaux pour ces 

expériences LpH : 31 et 34% respectivement pour HL-LpH et LL-LpH. La diminution importante 

de la pCO2 pourrait être expliquée par un éventuel équilibre de celle-ci avec la pression 

atmosphérique lors de l’ouverture de la bouteille pour l’échantillonnage et/ou avec le peu 

d’espace d’air laissé dans la bouteille. Cependant, si tel était le cas, cet équilibre serait vérifié 

pour les autres expériences où une diminution de la pCO2 a été reportée jusqu’à une valeur 

minimale de 200 µatm. Nous préférons donc expliquer cette diminution en pCO2 et 

augmentation en pH par un effet physiologique des cellules avec l’augmentation de la densité 

cellulaire dans le milieu au cours de l’expérience et donc de la demande en CO2.  
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Figure III.6 : Changement en DIC exprimé en %, au cours des expériences en HL et LL. 

 

Ces observations nous montrent aussi la complexité du système du carbone inorganique 

dissous où le DIC n’est pas relié linéairement aux variations de pCO2 et inversement, de par la 

contribution des ions bicarbonates (HCO3
-), des ions carbonates (CO3

2-) et du dioxyde de 

carbone (CO2) au DIC; et où le pHT  sera, quant à lui, directement lié à la pCO2 (voir début du 

paragraphe et équations chimiques III-1 et III-2). 

 

 

3. Morphologie des cellules 

Le diamètre mesuré et le volume des coccosphères, cellules et la longueur des coccolithes 

ont permis d’authentifier un comportement morphologique des cellules vis-à-vis de leurs 

conditions de culture. Pour ce faire, un grand nombre de mesures a été fait pour obtenir des 

valeurs statistiquement valides. Cependant les écarts types sont souvent très élevés et 

empêchent parfois une différentiation claire pour isoler un comportement morphologique lié à 

la physiologie. 

 

3.1 Taille des coccosphères 

Comme décrit dans le chapitre II, la taille des coccosphères a été mesurée pour chaque 

expérience sur des images prises au MEB. Cependant certains filtres ont montré une absence de 

coccosphères ou un nombre insuffisant de coccosphères mesurables (voir Tableau III.4) :  

- expérience contrôle en LL : coccosphères non conservées sur le filtre 

- expérience LL-LpH : un seul réplicat correct mais seulement 70 coccosphères trouvées et 

mesurées. 
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La Figure III.7A représente la variation en volume des coccosphères par expérience et 

indique un volume plus important pour les expériences limitées en phosphate : 259.6 ± 84.4 

µm3 et 168.7 ± 54.9 µm3 respectivement pour les expériences HL-LP et LL-LP. De plus, nous 

pouvons observer un volume minimal pour l’expérience LL-LN à 85.4 ± 24.9 µm3. Les autres 

expériences ont des volumes assez similaires et l’écart type important sur les valeurs ne permet 

pas de les différencier. Les diamètres mesurés sont restitués dans le Tableau III.4 et sont situés 

entre 6.37 ± 0.61 µm pour l’expérience HL-LP et 5.42 ± 0.50 µm pour l’expérience LL-LN.  

 

  

Figure III.7 : Volume des coccosphères (A) et volume des cellules (B). Volumes en µm3 moyennés 

sur les trois réplicats où 100 mesures ont été faites par réplicats donc n=300 ; sauf pour les cellules 

de l’expérience HL-LNP où que deux réplicats ont pu être utilisés donc n=200 et l’expérience LL-LpH 

où seulement un réplicat a été mesuré avec n=100. Il faut noter qu’il n’y a pas de mesures de 

coccosphères pour l’expérience contrôle en LL. 

 

3.2 Taille des cellules  

Les images prises au microscope optique ont permis de mesurer le diamètre des cellules 

internes (cellule sans les coccolithes ; voir Tableau III.4) et de calculer leur volume. Comme pour 

les coccosphères, certains échantillons n’ont pas permis de prendre des images et donc de faire 

des mesures :  

- expérience HL-LNP : cellules dans un très mauvais état et non mesurables pour un des réplicats 

alors que pour les deux autres les cellules étaient normales et mesurables ; dans ce cas nous 

avons utilisé les deux réplicats pour faire la moyenne (n=200). 

- expérience LL-LpH : un seul des réplicats a permis de mesurer les cellules mais celles-ci se 

trouvaient sans coccolithes ce qui facilitent la mesure mais est inquiétant d’un point de vue de 

la calcification des cellules (observations à recouper avec le PIC de l’expérience). 

La Figure III.7B montre la variation en volume des cellules internes et malgré des écarts types 

importants, nous pouvons identifier des volumes maximaux pour les expériences HL-LP, LL-LP et 

A B 
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HL-LpH, respectivement 77.2 ± 20.4 µm3, 55.6 ± 15.3 µm3 et 61.1 ± 18.3 µm3 ; et des volumes 

minimaux pour les expériences LL, LL-LN et LL-LNP, respectivement 33.7 ± 10.4 µm3, 31.1 ± 8.5 

µm3 et 33.5 ± 8.3 µm3. Pour ce qui est des diamètres mesurés, ils varient d’une valeur maximale 

de 5.24 ± 0.46 µm pour l’expérience HL-LP à une valeur minimale de 3.87 ± 0.34 µm pour 

l’expérience LL-LN. 

 

3.3 Taille des coccolithes: DSL 

La longueur distale des coccolithes (DSL) a été mesurée utilisant des images prises au MEB. 

Elle est la plus grande longueur des coccolithes comme montré dans le chapitre II. Comme pour 

les mesures de coccosphères, nous n’avons pas pu mesurer de coccolithes pour l’expérience 

contrôle en LL par manque de coccosphères et de coccolithes sur les filtres. Les mesures 

reportées dans le Tableau III.4 et représentées par la Figure III.8 montrent encore une fois un 

écart type important qui ne permet pas de différencier statistiquement les valeurs. Nous 

pouvons éventuellement déceler une tendance, précédemment observée pour les coccosphères 

et les cellules ; plus spécifiquement une valeur maximale pour l’expérience HL-LP à 3.27 ± 0.27 

µm et une valeur minimale pour l’expérience LL-LN à 2.64 ± 0.21 µm. 

 

 

Figure III.8 : DSL en fonction de l’expérience. La longueur distale des coccolithes (DSL) moyennée 

sur les trois réplicats par expérience (n=900).  
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Tableau III.4 : Diamètre mesuré des coccosphères et des cellules et longueur des coccolithes (DSL). 

Avec n=70 coccosphères et n= 100 cellules pour l’expérience LL-LpH, n=200 pour l’expérience HL-

LNP pour les cellules, n=300 pour les autres expériences pour les coccosphères et cellules et n=900 

pour les coccolithes. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4 Corrélation entre les trois mesures 

Il existe une corrélation significative entre le volume des cellules et des coccosphères mise 

en avant par la Figure III.9 (R2 = 0.77, p-value < 0.03) ce qui est en accord avec différentes études 

qui montrent notamment une augmentation de la taille des coccosphères et des cellules avec 

une limitation en phosphate (Müller et al., 2008; Oviedo et al., 2014). Nous pouvons y associer 

aussi une légère augmentation de la longueur distale des coccolithes. Que ce soit pour le 

volume des coccosphères ou celui des cellules, ou la taille des coccolithes, malgré les erreurs 

importantes sur les mesures, nous pouvons noter une tendance à la diminution généralement 

observée pour les expériences limitées en nitrate et/ou limitées en nitrate et phosphate. Nous 

montrerons dans la partie suivante que les deux expériences HL-LNP et LL-LNP sont en réalité 

limitées par le nitrate et non par le phosphate dû à leur comportement morphologique et 

métabolique similaire à celui des expériences uniquement limitées en nitrate.  

Nous notons aussi une relation statistiquement significative entre la longueur DSL des 

coccolithes et le volume des cellules: corrélation avec un coefficient R2 = 0.84 et une p-value < 

0.001 (Figure III.10A). Cependant, la relation entre la DSL et le volume des coccosphères n’est 

pas statistiquement significative : R2 = 0.65, p-value < 0.08 (Figure III.10B). De similaires relations 

entre les coccolithes et les cellules ont été reportées par Gibbs et al.(2013) et Henderiks (2008) 

dans les fossiles et Aloisi (2015) en combinant un grand nombre d’expériences de cultures faites 

sur les coccolithophoridés. 

 
Coccosphères Cellules Coccolithes (DSL) 

 
µm std µm std µm std 

HL- Contrôle 5.88 0.43 4.51 0.51 3.05 0.24 

HL-LP 7.83 0.81 5.24 0.46 3.27 0.27 

HL-LN 6.37 0.61 4.46 0.36 2.78 0.24 

HL-LNP 5.80 0.46 4.31 0.55 2.76 0.24 

LL-Contrôle / / 3.97 0.38 / / 

LL-LP 6.79 0.64 4.70 0.42 3.10 0.27 

LL-LN 5.42 0.50 3.87 0.34 2.64 0.21 

LL-LNP 5.73 0.58 3.97 0.33 2.76 0.22 

HL-LpH 6.19 0.40 4.84 0.48 3.01 0.25 

LL-LpH 6.07 0.41 4.09 0.35 / / 
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 Malgré les barres d’erreurs importantes, nous remarquons que les expériences limitées en 

phosphate (surtout HL-LP) se démarquent des autres expériences avec des tailles/volumes de 

coccosphères/cellules et de coccolithes plus grandes. A l’opposé, les deux figures (Figure III.9 et 

Figure III.10) nous montrent que l’expérience LL-LN engendre les plus petites cellules et/ou 

coccosphères et coccolithes. 

 

 

Figure III.9 : Volume des cellules contre le volume des coccosphères pour les différentes 

expériences. 

  

Figure III.10 : La longueur des coccolithes (DSL) en fonction du volume des cellules (A) et de celui 

des coccosphères (B). La légende est la même que pour la Figure III.9. 

A B 
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Müller et al. (2008) proposent une explication afin de mieux comprendre cette 

augmentation en taille en conditions de limitation en phosphate et cette diminution (quoique 

partiellement observée ici) en conditions de limitation en nitrate. Ils observent dans des 

expériences en batch que lorsque les cellules se trouvent dans la phase de synthèse de l’ADN (S) 

et de division cellulaire (G2+M), qui a lieu durant le cycle nuit, elles ont une forte demande en 

phosphate; et que lorsqu’elles se trouvent dans la phase d’assimilation et de grossissement de 

la cellule (phase de jour : G1), elles préféreront l’azote (et donc le nitrate) pour accumuler de la 

biomasse. Ainsi une limitation en phosphate conduit  à une inhibition de la phase de division 

cellulaire et par conséquent à une augmentation de la taille des cellules, alors qu’une limitation 

en nitrate inhibe l’accumulation en biomasse de la cellule et conduit par conséquent à une 

diminution de la taille des cellules. Cette dernière conclusion n’est pas clairement observable dû 

aux barres d’erreurs trop importantes pour vraiment établir un comportement morphologique 

vis-à-vis d’une limitation en nitrate, cependant une tendance à la diminution a été remarquée 

en regardant les valeurs absolues. 

 

 

4. Quotas et rapports de matière particulaire 

4.1 Quotas de carbone inorganique particulaire : PIC 

4.1.1 PIC
LOCEAN

: Carbonate analysé par analyses des ions calcium 

Le carbone inorganique particulaire (PIC) (analysé à l’UMR LOCEAN) a été déduit à partir de 

l’analyse de la concentration en ions calcium. Les résultats se trouvent dans le Tableau III.5 et 

sont représentés dans la Figure III.12A. Le PIC est visiblement le plus élevé pour l’expérience HL-

LP à 14.16 ± 3.19 pg.cell-1 et le plus faible pour l’expérience contrôle HL à 3.46 ± 0.36 et 

l‘expérience LpH en LL à 0.66 ± 0.06 pg.cell-1. De plus, de manière générale, nous pouvons 

souligner que le PIC est plus faible en conditions LL qu’en HL pour toutes les expériences. La 

valeur du PIC très faible pour les expériences LL-LpH et contrôle en LL sont en accord avec 

l’absence de coccolithes sur les images prises en microscopie et donc l’impossibilité de mesurer 

les coccosphères et les DSL des coccolithes. La question que nous pouvons nous poser est : ces 

résultats sont-ils témoins du simple effet inhibiteur de la lumière sur la calcification? 

 

4.1.2 PIC
Roscoff

: différence entre le total et l’organique 

Le PIC (analysé à la station biologique de Roscoff) a été calculé comme la différence entre 

le carbone total particulaire et le carbone organique particulaire décrit dans la partie 4.2. Ces 

résultats sont reportés dans le Tableau III.5: valeur maximale pour l’expérience HL-LP à 20.32 ± 
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1.49 pg.cell-1 et valeurs minimales pour l’expérience contrôle en HL à 5.07 ± 0.35 pg.cell-1 et 

pour l’expérience LL-LpH à 0.92 ± 0.25 pg.cell-1. 

 

4.1.3  Comparaison entre les 2 méthodes d’analyse de PIC 

Les deux méthodes d’analyses de PIC ont permis de comparer ces deux méthodes qui sont 

toutes les deux utilisées dans les études en laboratoire réalisées sur les coccolithophoridés. La 

méthode d’analyse du calcium a été utilisée par Daniels et al. (2012) et Rouco et al. (2013) par 

exemple et la méthode de détermination du PIC par différence du total et de l’organique a été 

utilisée par exemple par Benner et al. (2013) et Borchard et al. (2011). 

Le Tableau III.5 et Figure III.11 nous montrent la similarité dans les résultats des deux 

méthodes et la corrélation entre les résultats (R2= 0.98 et p-value < 10-5). Nous retrouvons les 

mêmes variations pour les deux PIC analysés c'est-à-dire un PIC maximal pour l’expérience HL-

LP et un PIC minimal pour les expériences non limitées en nutriments en LL (contrôle en LL et LL-

LpH). De plus, cette figure nous montre que quelle que soit les conditions de nutriments et la 

méthode d’analyse utilisée, le PIC diminue avec la lumière.  

 

 

Figure III.11 : Résultats et comparaison des deux méthodes d’analyses du PIC. Le PIC mesuré au 

LOCEAN par analyse des ions calcium en fonction du PIC mesuré à Roscoff par différence du total et 

de l’organique. La ligne pleine est la droite 1 :1 et la droite en pointillés est la droite de régression de 

pente 0,7.  
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Cependant, en comparant les deux méthodes, nous pouvons noter des valeurs plus élevées 

pour l’ensemble des analyses de la méthode de PIC faite à Roscoff. Ceci est mis en avant par la 

droite 1:1 supérieure à la droite de régression de pente 0.7 pour une représentation du PICLOCEAN 

en fonction du PICRoscoff (Figure III.11). Cette différence peut s’expliquer par la méthode utilisée : 

quasiment directe pour le PICLOCEAN analysé par ICP-MS alors qu’elle est indirecte pour le 

PICRoscoff mesuré par soustraction du total et de l’organique. La méthode indirecte insère donc 

une incertitude supplémentaire sur l’analyse, qui par contre n’est pas ajoutée sur l’analyse par 

méthode directe. 

 La méthode d’analyse du PIC faite au LOCEAN a donc été retenue pour interpréter et utiliser les 

résultats des analyses du PIC de par une qualité analytique sûrement en faveur de la méthode 

par ICP-MS par rapport à celle par différence faite à Roscoff. Ainsi, si l’on considère les valeurs 

du PICLOCEAN étant de meilleure qualité et donc de meilleure précision, ceci signifie que les 

valeurs du PICRoscoff sont surestimées, soit dû à une surestimation de la valeur du carbone total 

particulaire TPC, soit dû à une sous-estimation de la valeur du carbone organique particulaire 

POC ou soit dû aux deux. Par la suite, ces résultats seront nommés sous le simple acronyme 

« PIC ».  

 

4.2 Quotas de carbone organique particulaire : POC 

Comme pour le PIC, les résultats du POC sont présentés dans le Tableau III.5 et représentés 

par la Figure III.12B. De même, nous pouvons noter des valeurs maximales en HL et LL pour 

l’expérience LP : respectivement 27.49 ± 1.53 pg.cell-1 et 16.25 ± 0.56 pg.cell-1 ; et des valeurs 

minimales pour l’expérience contrôle en HL et LL-LpH : respectivement 10.80 ± 1.38 pg.cell-1 et 

9.13 ± 0.72 pg.cell-1. Lorsque nous passons de la forte lumière HL à la faible lumière LL, le POC 

diminue excepté pour l’expérience LNP où le POC augmente et pour l’expérience contrôle où le 

POC reste constant. Encore une fois les expériences limitées en phosphate se démarquent par 

leurs POC élevés par rapport aux autres expériences. 

 

4.3 Quotas d’azote organique particulaire : PON 

Concernant le PON, les résultats les plus élevés sont ceux des expériences HL-LP et LL-LP, 

avec des valeurs de 2.66 ± 0.10 pg.cell-1 et 2.08 ± 0.08 pg.cell-1 respectivement  (Tableau III.5 et 

Figure III.12C). Le PON se trouve être le plus faible pour les expériences LN et LNP que ce soit en 

HL ou en LL avec des valeurs entre 0.40 ± 0.04 pg.cell-1 et 0.92 ± 0.11 pg.cell-1. Ceci montre bien 

la limitation en nitrate dans les cellules qui ont été cultivées dans ces conditions et indique que 

les cellules cultivées en conditions non limitées en nitrate mais limitées en phosphate 

produisent un PON plus élevé que les autres expériences. De plus, le PON augmente avec une 
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diminution de lumière dans 3 expériences : contrôle, LN et LNP ; diminue dans l’expérience LP 

et reste constante dans l’expérience LpH.  

 

4.4 Quotas de phosphore organique particulaire : POP 

 Pour finir avec la description des résultats des quotas cellulaires, le POP a été analysé 

comme la différence entre le phosphore particulaire total et le phosphore inorganique 

particulaire. Le POP se situe entre des valeurs minimales pour les expériences LL-LP à 0.06 ± 

0.002 pg.cell-1 et HL-LNP 0.06 ± 0.001 pg.cell-1 et des valeurs maximales pour les expériences 

contrôles en HL et LL respectivement 0.16 ± 0.026 pg.cell-1 et 0.18 ± 0.003 pg.cell-1 (Tableau III.5 

et Figure III.12D). Si l’on compare le POP entre les conditions HL et LL, nous observons une 

diminution du POP pour l’expérience LP, une augmentation pour les expériences LN et LNP, et 

des valeurs constantes pour les expériences contrôles et LpH. 

Pour ce qui est des quotas de PON et POP, ces résultats sont à manier avec précaution car ils 

transparaissent de l’assimilation en nutriment (N ou P) et du changement en taille de la cellule. 

Pour s’affranchir de l’effet de ce changement de taille vis-à-vis de ces quotas cellulaires, il est 

nécessaire d’étudier le rapport en fonction du POC c’est à dire les rapports POC:PON et 

POC:POP décrits dans la partie suivante.  

 

 

Tableau III.5 : Quotas cellulaires de matière particulaire et erreurs sur les mesures (n=6). 

 
PICLOCEAN PICRoscoff POC PON POP 

 
pg.cell

-1
 std pg.cell

-1
 std pg.cell

-1
 std pg.cell

-1
 std pg.cell

-1
 std 

HL-Contrôle 3.46 0.36 5.07 0.35 10.80 1.38 1.45 0.21 0.16 0.026 

HL-LP 14.16 3.19 20.32 1.49 27.49 1.53 2.66 0.10 0.11 0.008 

HL-LN 7.06 0.55 9.33 0.43 15.77 0.95 0.40 0.04 0.07 0.003 

HL-LNP 5.57 0.06 7.16 0.46 12.26 0.14 0.44 0.04 0.06 0.001 

LL-Contrôle 0.89 0.10 2.64 0.47 10.98 0.41 1.98 0.07 0.18 0.003 

LL-LP 3.53 0.25 4.20 0.23 16.25 0.56 2.08 0.08 0.06 0.002 

LL-LN 3.15 0.13 3.82 0.46 9.67 0.21 0.79 0.02 0.11 0.004 

LL-LNP 4.30 0.22 4.87 0.40 14.88 0.66 0.95 0.11 0.12 0.011 

HL-LpH 4.31 0.51 5.96 0.82 11.56 1.40 1.48 0.16 0.12 0.019 

LL-LpH 0.66 0.06 0.92 0.25 9.13 0.72 1.35 0.12 0.11 0.008 
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Figure III.12 : Quotas cellulaires de matière particulaire: PIC (A), POC (B), PON (C) et POP (D). 

 

 

4.5 Rapports de matière particulaire 

 Dans la partie 1.2 de ce chapitre, il a été expliqué qu’il était impossible de calculer un taux 

de croissance et donc une production de calcification ou photosynthèse pour des expériences 

limitées en nutriments et faites en batch. Pour contourner ce problème, nous pouvons définir le 

rapport PIC:POC qui nous permet de s’affranchir du taux de croissance dans tous les cas, et 

d’étudier le rapport calcification et photosynthèse en conditions limitées en nutriment. De plus, 

les rapports du quota cellulaire de l’élément limitant sur le POC nous permettent de s’affranchir 

de la dépendance de ces quotas au changement en taille des cellules entre les expériences. Ces 

rapports sont largement utilisés par de nombreux scientifiques pour définir l’assimilation et la 

formation de matière particulaire dans une cellule de coccolithophoridés: Engel et al. (2014); 

Krug et al. (2011) et par exemple Oviedo et al. (2014).  

Le rapport PIC:POC, représenté dans la Figure III.13A et reporté dans le Tableau III.6, montre des 

valeurs plus élevées pour les expériences en conditions HL que LL, peu importe les 

concentrations en nutriments. De plus, nous observons un PIC:POC plus élevé en HL pour 

A B 

C D 
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l’expérience LP, qui atteint une valeur de 0.515 ± 0.120 et en LL pour l’expérience LN, avec une 

valeur de 0.326 ± 0.015 ; et un PIC :POC plus faible pour les expériences contrôles et LpH pour 

les deux conditions de lumière, respectivement 0.320 ± 0.053 et 0.373 ± 0.063 en HL et 0.081 ± 

0.010 et 0.072 ± 0.008 en LL.  

 

 

Tableau III.6 : Rapports des quotas de matière particulaire. 

 
PIC:POC POC:PON POC:POP PON:POP 

  
std 

 
std 

 
std 

 
std 

HL-Contrôle 0.320 0.053 8.72 1.45 173.5 13.95 19.90 1.98 

HL-LP 0.515 0.120 12.05 0.70 661.4 24.35 54.88 2.13 

HL-LN 0.448 0.044 45.59 4.12 599.7 16.69 13.15 0.57 

HL-LNP 0.455 0.007 32.60 2.48 523.0 4.86 16.04 0.66 

LL-Contrôle 0.081 0.010 6.46 0.28 157.7 2.51 24.41 0.41 

LL-LP 0.217 0.017 9.11 0.41 692.5 13.42 75.99 1.84 

LL-LN 0.326 0.015 14.35 0.37 226.1 3.38 15.75 0.27 

LL-LNP 0.289 0.019 18.27 1.94 319.8 12.51 17.51 1.16 

HL-LpH 0.373 0.063 9.14 1.28 242.0 18.35 26.47 2.25 

LL-LpH 0.072 0.008 7.86 0.80 208.8 8.47 26.56 1.34 

 

 

 

En ce qui concerne les rapports POC:PON et POC:POP (Figure III.13B et C et Tableau III.6,), 

les expériences contrôles en nutriments ont les rapports les plus faibles (entre 6.46 ± 0.28 et 

9.14 ± 1.28 pour le POC:PON et entre 157.7 ± 2.51 et 242.0 ± 18.35 pour le POC:POP) alors que 

les expériences LN et LNP ont le rapport POC:PON le plus élevé et l’expérience LP a le rapport 

POC:POP le plus élevé aux deux conditions de lumières.  

Pour finir, le rapport PON:POP (Figure III.13D et  Tableau III.6,) est maximal pour l’expérience LP 

(54.88 ± 2.13 en HL et 75.99 ± 1.84 en LL) et minimal pour les expériences LN et LNP : 

respectivement 13.15 ± 0.57 et 16.04 ± 0.66, et 15.75 ± 0.27 et 17.51 ± 1.16. 
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Figure III.13 : Rapports des quotas cellulaires : PIC:POC (A), POC:PON (B), POC:POP (C) et PON:POP 

(D).  

 

4.6 Production de calcification et de photosynthèse pour les expériences 

contrôles 

Les productions de PIC et de POC peuvent cependant être calculées pour les expériences 

non limitées en nutriments en multipliant les quotas de PIC et POC par le taux de croissance 

respectif des expériences (voir partie 1.2.2) comme ce qui suit : 

Production de POC:                   POCprod = µ * POC                                                                     (III-3) 

Production de PIC:                     PICprod = µ * PIC                                                                        (III-4) 

Les résultats reflètent la dépendance des deux processus de calcification et de photosynthèse à 

la lumière. Nous notons une forte diminution de la production de PIC avec une diminution de la 

lumière, de 3.14 ± 0.36 pg.cell-1.d-1 en HL et 4.14 ± 0.51 pg.cell-1.d-1 en HL-LpH à 0.25 ± 0.10 

pg.cell-1.d-1 en LL et 0.15 ± 0.06 pg.cell-1.d-1 en LL-LpH. Une diminution aussi prononcée pour la 

production de POC est observée avec des valeurs de 9.81 ± 1.38 pg.cell-1.d-1 pour l’expérience 

A B 

C D 
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contrôle en HL et 11.11 ± 1.40 pg.cell-1.d-1 en HL-LpH ; et des valeurs de 3.08 ± 0.41 pg.cell-1.d-1 

pour l’expérience contrôle en LL et 2.10 ± 0.72 pg.cell-1.d-1 en LL-LpH (Tableau III.7). 

 

 

Tableau III.7 : Production de PIC (calcification) et de POC (photosynthèse) pour les expériences 

contrôles. 

 
PIC production 

 
POC production 

 

 
pg.cell

-1
.d

-1
 std pg.cell

-1
.d

-1
 std 

HL-Contrôle 3.14 0.36 9.81 1.38 

LL-Contrôle 0.25 0.10 3.08 0.41 

HL-LpH 4.14 0.51 11.11 1.40 

LL-LpH 0.15 0.06 2.10 0.72 

 

 

 

5. Interprétation des résultats par type d’expérience 

5.1 Expériences P-lim 

Les expériences faites en limitation en phosphate sont clairement les expériences avec les 

variations les plus importantes que ce soit dans la biochimie du milieu de culture, des quotas 

cellulaires ou encore dans la morphologie des cellules (parties 2.2 ; 3 et 4.5). Pour commencer, 

si nous regardons les variations communes entre les expériences LP en HL et en LL nous 

pouvons tout d’abord noter que le pourcentage de consommation du phosphate atteint 

quasiment 100 % ce qui est cohérent avec une limitation en phosphate des cellules.  

Comme reporté par Langer et al. (2013), le plus grand changement du DIC au cours de 

l’expérience est généré par une limitation en phosphate ce que nous observons aussi dans les 

expériences décrites dans ce chapitre. Nous pourrions expliquer ce changement par une 

augmentation de la densité cellulaire au cours de l’expérience, cependant la même densité 

cellulaire atteinte pour les autres expériences ne montre pas un changement aussi prononcé du 

DIC. Nous pouvons donc relier cette diminution du DIC (12-13 % du DIC initial) à un volume plus 

important des cellules et au quota cellulaire de POC plus élevé pour les expériences LP 

comparées avec les expériences contrôles en HL et LL. Ce POC par cellule plus élevé est témoin 

d’une augmentation du processus de photosynthèse qui conduit à une consommation du CO2 

dans le milieu et donc à une augmentation du pH extracellulaire. Il en résulte donc une 

diminution du DIC générée, quant à elle, par l’équilibre entre une consommation du CO2 par le 

processus de photosynthèse, une consommation des ions bicarbonates par le processus de 
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calcification et une production de CO2 par ce même processus. Ces deux processus sont mis en 

avant par le POC, plus élevé ; et le PIC, plus élevé en HL et constant en LL, dans les expériences.  

 

Malgré la corrélation mise en avant par Mullin et al. (1966) et Aloisi (2015) entre une 

augmentation du POC et une augmentation en taille des cellules internes, la Figure III.14 nous 

montre qu’il n’existe pas, pour les expériences présentées dans ce manuscrit, de relation 

statistiquement significative entre le quota cellulaire POC et le volume des cellules internes (R2 = 

0.54, p-value < 0.13). Cette relation non observée ici est due à une trop grande dispersion des 

données et au nombre restreint de données disponibles.  

Nous avons pu voir qu’une limitation en phosphate entraîne une augmentation de la taille des 

cellules et du POC, et de la taille des coccosphères pour les deux conditions de lumière. 

Cependant, alors qu’une augmentation du PIC a été observée pour l’expérience LP en HL, le PIC 

reste plutôt constant pour l’expérience LP en LL. Oviedo et al. (2014) ont fait des observations 

similaires avec une irradiance « non limitante »: augmentation du PIC et du POC, et 

augmentation du diamètre des coccosphères avec une limitation en phosphate par rapport à 

des conditions riches en nutriments. Ceci peut être expliqué par la théorie de Müller et al. 

(2008) qui dit que les cellules exposées à une limitation de phosphate seront exposées à une 

inhibition de leur phase de division cellulaire, par conséquent ceci entraine une augmentation 

de la taille des cellules, du POC et PIC par cellules. Les coccolithes n’ayant pas changé en taille, 

une augmentation de la taille des coccosphères et du PIC traduit d’une augmentation du 

nombre de coccolithes par cellules.  

 

Comme attendu par la limitation en phosphate, le rapport POC:POP est bien plus grand 

pour les expériences LP que pour les expériences contrôles (dans les deux conditions de 

lumières) et le rapport PON:POP est plus grand de par la diminution du POP par cellule due à la 

limitation en phosphate. Le rapport qui varie différemment de la littérature avec une limitation 

en phosphate est le rapport PIC:POC : celui-ci diminue pour les expériences présentées dans ce 

manuscrit alors qu’il augmente pour les expériences faites par Langer et al. (2013) et Oviedo et 

al. (2014). Ceci est dû à la plus grande augmentation du POC par rapport au PIC observé dans 

leurs cultures et peut être expliqué par l’intensité lumineuse que tous deux utilisent pour leurs 

expériences, soit 400 µmol photons.m-2.s-1. En effet, nous verrons dans la partie 5.5 que le 

rapport PIC:POC est plus important pour une intensité lumineuse de l’ordre de 150 µmol 

photons.m-2.s-1 que 400 µmol photons.m-2.s-1 au-delà de la lumière de saturation du rapport 

PIC:POC. Ceci nous indique que l’effet positif de la lumière sur la photosynthèse est fortement 

inhibé par une intensité lumineuse moins forte et que les variations du rapport PIC:POC en 
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conditions de limitation en phosphate sont en partie explicable par l’intensité lumineuse de 

l’expérience. D’autres études seraient nécessaires pour appuyer ce point et mieux comprendre 

l’effet d’une limitation en phosphate sur ce rapport calcification: photosynthèse. 

 

 

Figure III.14 : Quota cellulaire en POC en fonction du volume des cellules internes. 

 

 Expériences LL-LP 

L’expérience LL-LP a montré une absence de phase stationnaire alors que tous les autres 

paramètres se comportent comme si cette expérience avait bien atteint la limitation en 

phosphate : diminution du taux de croissance instantané, consommation en PO4, DIC, POC, 

rapports POC:POP et PON:POP. Le quota cellulaire de PIC se comporte un peu différemment 

c'est-à-dire qu’il est quasiment égal au quota des expériences LN et LNP en LL mais cependant 

bien plus élevé que celui de l’expérience LL. Cette petite différence est expliquée par un double 

effet : celui de la faible lumière qui fait diminuer drastiquement le quota PIC et celui de la 

limitation en phosphate qui engendre une augmentation du PIC. Cette augmentation du PIC est 

suivie par une tendance à l’augmentation de la taille des coccosphères caractéristique d’une 

limitation en phosphate (Müller et al., 2008; Oviedo et al., 2014). La faible valeur du POP par 

cellule pourrait indiquer que les cellules en LL-LP requierent moins de phosphore par cellule, 

cependant le rapport POC :POP nous montre que le besoin en phosphore correspond à celui des 

cellules en HL-LP. 

Pour expliquer cette absence de phase stationnaire en contradiction malgré tous les signes 

d’une limitation en phosphate réussie, plusieurs hypothèses peuvent être avancées : 
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 Cette même expérience LP en HL atteint la phase stationnaire car sa concentration initiale 

en PO4 est plus élevée ou car sa densité est plus élevée. 

Tout d’abord, la concentration initiale en PO4 est plus faible pour l’expérience LL-LP que pour 

l’expérience HL-LP. De plus, la densité cellulaire à la fin des expériences est plus élevée pour 

l’expérience LL-LP que pour l’expérience HL-LP. Ces observations montrent que les conditions 

initiales ou la densité cellulaire n’explique pas le fait que cette expérience LL-LP n’est pas 

atteinte la phase stationnaire. Cette hypothèse est donc rejetée. 

 

 Les cellules utilisent une source organique de phosphore et n’atteignent pas la phase 

stationnaire puisqu’elles ont suffisamment de phosphore inorganique et organique pour 

subvenir à leurs besoins. 

Aucune autre source de phosphore que ce soit organique ou inorganique n’a été rajoutée au 

milieu de culture donc la seule source de phosphore organique possible est celui présent dans 

l’eau de mer initiale. Si une source de phosphore organique est présente dans l’eau de mer 

initiale, les cellules de l’expérience HL-LP auraient aussi pu utiliser ce phosphore supplémentaire 

et n’auraient pas non plus de phase stationnaire sauf dans le cas où elles auraient consommé 

totalement le phosphore inorganique et le phosphore organique. Cette hypothèse semble donc 

être une raison peu probable. 

 

 La phase stationnaire aurait été visible si l’expérience avait été continuée quelques jours 

de plus (au moins 1 ou 2 jours). 

Cette hypothèse n’est pas vérifiable car l’expérience a été arrêtée. Une solution serait de 

reproduire exactement les mêmes expériences et de les continuer plus longtemps ou encore de 

faire un milieu de culture artificiel sans aucun composé présent initialement. 

 

Cette expérience arrivait donc peut être au tout début de sa limitation en phosphate mais 

ceci n’est pas encore visible sur sa courbe de croissance. La seule expérience du même type et 

qui auraient pu appuyer cette hypothèse est celle de Leonardos and Geider (2005). 

Malheureusement alors qu’ils ont fait des expériences en baissant la lumière et en testant la 

limitation en phosphate, ils ont utilisé une souche non calcifiante ce qui ne permet pas d’avoir 

des valeurs de PIC bien évidemment. Ce manque de littérature pour comparer ces observations 

nous pousse à constater qu’il reste encore de nombreuses expériences à mettre en place afin de 

mieux comprendre ces phénomènes de « co-limitation ». 
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5.2 Expériences N-lim 

Les expériences LN se comportent différemment des expériences limitées en phosphate. 

Cependant que ce soit en HL ou LL, les variations de l’expérience LN par rapport à l’expérience 

contrôle respective sont très similaires. Les quelques différences sont apportées par la 

limitation en nitrate : consommation quasi-totale des nitrates et taille des coccosphères 

(seulement pour HL-LN) et des cellules qui ont tendance à diminuer. Cette dernière observation 

est en accord avec les conclusions de Müller et al. (2008) qui disent qu’une limitation en nitrate 

entraine une inhibition de synthèse de biomasse de la cellule qui continue malgré tout à se 

diviser. Cependant les barres d’erreur étant importantes, il faut manier ces résultats et ces 

conclusions avec précautions. A l’encontre des résultats de Müller et al. (2012) mais en 

cohérence avec ceux de Langer et al. (2013), le PIC et le POC augmente pour ces expériences 

limitées en nitrate. Le rapport PIC:POC augmente aussi ce qui indique que la calcification est 

plus favorisée par une limitation en nitrate que la photosynthèse, en tout cas, dans ces 

expériences car Langer et al. (2013) observent l’effet inverse. Cette réponse est donc sûrement 

spécifique à la souche utilisée d’E. huxleyi. Le rapport PON :POP diminue dû à la limitation en 

nitrate et pour la même raison le rapport POC :PON augmente. Le rapport POC :POP, quant à 

lui, augmente en HL-LN et en LL-LN ce qui montre que l’écart entre le POP et le POC est plus 

important en conditions limitées en nitrate comparés aux expériences contrôles. Langer et al. 

(2013) observent une variation similaire pour ce rapport qui augmente dans son expérience LN 

par rapport à son expérience contrôle.  

 

5.3 Expériences N-P lim 

En étudiant de près les expériences limitées en nitrate et phosphate simultanément, nous 

notons que les deux nutriments ont été consommées quasiment à 100% ce qui pourrait amener 

à penser à une co-limitation du nitrate et du phosphate. Cependant, le changement en DIC, 

entre 4.5 et 6.5 % est plus proche du changement en DIC des expériences LN que LP. De plus, les 

tailles en coccosphères, cellules ou DSL (même si aucune différence importante n’est observée 

entre les valeurs) varient exactement comme les expériences LN. Des observations similaires 

sont faites pour les quotas en PIC et POC plus proches en valeurs des expériences LN que des 

expériences LP, de même pour les rapports PIC:POC, POC:PON, POC:POP et PON:POP. Toutes 

ces observations nous montrent finalement que la réponse de ces expériences limitées 

simultanément par une faible concentration en nitrate et phosphate est celle d’une limitation 

en nitrate et non pas d’une limitation en phosphate malgré la consommation totale des deux 

nutriments à la fin de l’expérience. 
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5.4 Expériences LpH 

Ces expériences LpH étaient des tests d’une diminution du pHT et augmentation de la pCO2. 

Cependant ces expériences ont montré une grande similarité avec les résultats des expériences 

contrôles pour: le taux de croissance, la consommation en NO3 et PO4, la taille des coccosphères 

et cellules, le PIC, le POC et par conséquent les rapports PIC:POC, et pour finir PON:POP (parties 

1 ; 2 ; 3 et 4). Les petites divergences se trouvent au niveau du POC:PON un peu plus élevé en 

LL-LpH qu’en conditions contrôles en LL et le POC:POP plus élevé pour les expériences LpH 

qu’en conditions contrôles en HL et en LL. En conclusion, ces deux expériences LpH n’ont pas 

permis d’observer un effet de cette augmentation en pCO2 sur les cultures que ce soit au niveau 

de la morphologie des cellules ou des taux métaboliques. De même que pour les expériences LN 

ou LNP, nous pouvons conclure à un comportement spécifique à la souche utilisée, en effet 

plusieurs études ont montré qu’une augmentation en pCO2 de cette ordre générait une réponse 

différente selon les souches cultivées au sein d’une même espèce (Hoppe et al., 2011; Langer et 

al., 2009). La Figure III.15 confirme cette observation. Elle nous indique que pour différentes 

souches d’E. huxleyi la réponse du taux de calcification des cultures à une augmentation de 

pCO2, du même ordre que pour les expériences présentées dans ce manuscrit, est variable selon 

la souche cultivée : diminution comme pour RCC1256 ou PLY M219 ou augmentation comme 

pour CMP371 et CAWP06 par exemple. De plus, la méthode utilisée pour atteindre une 

augmentation de la pCO2 que ce soit  par ajustement du pH ou par bullage de CO2 peut donner 

des résultats contradictoires comme reportés dans Shi et al. (2009). 

La réponse pour RCC911 étant insignifiante vis-à-vis des conditions de CO2, soit celle-ci est 

reliée à la souche utilisée (RCC911) qui n’est pas affectée par ce changement de conditions de 

cultures, soit le changement en CO2 est trop faible pour observer une réponse avec E. huxleyi. 

En effet, Zondervan (2007) reporte que la calcification de E. huxleyi n’est pas sensible à une 

augmentation en CO2 à de faibles intensités lumineuses comprises entre 15 et 80 µmol 

photons.m-2.s-1, mais que malgré tout, ça entraine une augmentation du POC. Nous n’observons 

pas cette dernière variation ici et la forte lumière utilisée pour ces cultures est plus élevée donc 

nous pouvons conclure que cette « non-réponse » au changement de pCO2 dans le milieu est 

dépendant de la souche utilisée. Cette observation rejoint celle de Langer et al. (2009) qui a 

étudié quatres souches d’E. huxleyi et qui a trouvé une réponse à un changement en CO2 

dépendante de la souche. D’autres expériences avec d’autres souches, dans les mêmes 

conditions que les expériences présentées ici, auraient permis de confirmer ces conclusions plus 

précisément et une meilleure gestion des échantillons de DIC auraient permis d’avantage de 

mesures afin de vérifier l’hypothèse d’un équilibre du milieu avec la pression atmosphérique 

avant le commencement des expériences. 
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Figure III.15 : Production de calcification en fonction de la pCO2 du milieu pour les différentes 

souches d’E. huxleyi cultivées dans des conditions normales de lumière, température et riches en 

nutriments. 

Références : Langer et al. (2009) pour RCC1238, RCC1216, RCC1212 et Hoppe et al. (2011) et Langer 

et al. (2009) pour RCC1256, ; Benner et al. (2013) pour CMP371 ; Hoppe et al. (2011) et Shi et al. 

(2009) pour PLY M219 ; Bach et al. (2011) et Rost et al. (2002) pour PML B92/11 ; Fiorini et al. (2011) 

pour AC472 ; De Bodt et al. (2010) pour AC481 ; Iglesias-Rodriguez et al. (2008) pour CAWP06 et 

RCC911 pour les expériences décrites dans ce manuscrit. 

 

 

5.5 Effet d’une diminution en lumière 

Tout d’abord, nous ne considérerons dans cette partie que les expériences contrôles pour 

isoler le comportement des cellules vis-à-vis d’une diminution en lumière seulement. La co-

limitation phosphate et lumière est discutée dans la partie 5.1 et l’expérience de co-limitation 

nitrate et lumière dans la partie 5.2. 

Pour identifier correctement l’impact d’une diminution de l’intensité lumineuse de 140 à 

30 µmol photons.m-2.s-1, nous avons étudié la différence entre l’expérience HL et LL. Dans le 

début de ce chapitre, nous avons pu voir que le taux de croissance diminue fortement et que 

cette diminution est mise en avant par une expérience plus longue en LL. Dans différentes 

expériences de cultures telles que celles faites par Feng et al. (2008), Müller et al. (2011) et 

Trimborn et al. (2007), le taux de croissance diminue également avec une intensité lumineuse 

plus faible. De plus, nous pouvons noter que la consommation en nutriment et le changement 

en DIC sont totalement indépendants de la lumière appliquée. En effet, la consommation en 

nutriments dans le milieu sera dépendante de la concentration cellulaire dans celui-ci et le 
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changement en DIC aussi (voir explication partie 2.2). La taille des cellules aurait, elle, tendance 

à être plus petite mais nous devons être vigilents avec ces conclusions car les erreurs sont très 

grandes. De plus, cette tendance n’est pas soutenue par le POC qui reste constant entre les 

expériences HL et LL ce qui irait plutôt dans le sens d’une taille constante des cellules. Nous 

rappelons qu’il n’y a pas de mesures pour les coccosphères et DSL pour l’expérience LL. 

Le PIC et les taux de calcification et de photosynthèse diminuent tous avec une lumière 

plus faible. Le PIC est très faible pour les expériences LL et l’absence de coccosphères et de 

coccolithes sur les filtres ne permettent pas d’étudier morphologiquement la calcite présente 

dans ces cultures.  

Par rapport à la réponse physiologique à des variations de lumière, la question posée dans 

la partie 4.1.1 était : est-ce une expérience témoignant de l’effet inhibiteur de la lumière sur la 

calcification? En effet, si nous regardons la diminution du rapport PIC:POC en abaissant 

l’intensité lumineuse, la calcification est fortement inhibée par cette faible lumière 

contrairement au quota de POC qui, lui, reste constant. Nous pouvons expliquer ce phénomène 

par une saturation de la calcification à une lumière plus élevée que celle de la photosynthèse. 

En effet, Zondervan (2007) a reporté que le rapport PIC:POC augmentait avec une diminution de 

la lumière due à une lumière de saturation plus faible pour la calcification que pour la 

photosynthèse. Cependant il a été montré aussi que le rapport augmente si l’on diminue la 

lumière jusqu’à la lumière de saturation de la calcification, observé entre autre par van 

Bleijswijk et al. (1994) (voir Figure III.16). Considérant une pCO2 proche de celle utilisée pour les 

cultures présentées dans ce manuscrit (390 µatm), ce phénomène a été mis en avant par 

plusieurs études.  Avec un cycle jour :nuit similaire à celui des expériences présentées dans ce 

manuscrit (12h :12h), Feng et al. (2008) (souche CCMP 371) décrit une diminution du rapport 

PIC:POC entre 400 and 50 µmol photons.m-2.s-1. Des observations similaires ont été faites en 

laboratoire par Trimborn et al. (2007) et Rokitta and Rost (2012), respectivement avec les 

souches PML B92/11, et RCC1216 et RCC1217, utilisant cette fois un cycle jour :nuit 16h :8h, 

avec une diminution de la lumière de 300 µmol photons.m-2.s-1 jusqu’à un minimum de 30 µmol 

photons.m-2.s-1. Avec un même cycle jour :nuit (16h :8h), Rost et al. (2002) ont observé une 

diminution du rapport PIC :POC avec une diminution de lumière de 30 à 150 µmol photons.m-

2.s-1. Ils ont de plus, avec un cycle jour continu, observé une augmentation du rapport en 

augmentant la lumière de 15 à 30 puis à 80 µmol photons.m-2.s-1 et une diminution de ce 

rapport PIC :POC de 80 à 150 µmol photons.m-2.s-1. Ce que nous pouvons déduire de ces 

observations et des résultats des expériences présentées dans ce manuscrit est que la lumière 

de saturation de la calcification est sûrement spécifique à la souche cultivée. Cependant nous 

retrouvons un comportement commun à E. huxleyi comme représenté dans la Figure III.16: 
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diminution du rapport à partir d’une lumière de saturation de la calcification de par un effet 

inhibiteur plus fort pour la calcification à ces faibles intensités lumineuses ; et diminution du 

rapport lorsque la lumière augmente vers des lumières supérieures à la lumière de saturation 

de la calcification où la photosynthèse est plus favorisée par une augmentation en lumière que 

la calcification. Ceci nous montre que, comme décrit par Zondervan (2007), la calcification et la 

photosynthèse sont des processus dépendant de la lumière mais vont réagir de façon différente 

aux intensités lumineuses appliquées.  

Le calcul de la production de PIC et POC diminuent avec une diminution de lumière. Etant 

donné que le quota de PIC diminue, que le quota de POC reste constant et que le taux de 

croissance diminue, nous pouvons avancer que la diminution du taux de calcification est due à 

un double effet négatif de la lumière sur le taux de croissance et sur le PIC par cellules. 

Contrairement à la calcification, le taux de photosynthèse dans ces expériences est conduit par 

le seul effet de la lumière sur le taux de croissance.  

 

 

 

Figure III.16 : Rapport PIC:POC d’E. huxleyi en fonction de l’irradiance. Figure, modifiée, de van 

Bleijswijk et al. (1994). 
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5.6 Tableau récapitulatif des principaux effets sur les cultures 

d’E.huxleyi RCC911 

Tableau III.8 : Récapitulatif des principaux effets et variations observées dans les expériences 

présentées dans ce manuscrit, référencées par différentes publications. Ø =diamètre ; × : pas 

d’observations spécifiques ; ↗ : augmentation ; ↘ : diminution ; ~ : constant ; ~↗ : double effet 

observé. 

Effet 
environnemental 

Variations observées 
(expériences présentées 

ici) 
Publications références 

Interprétations 
principales 

Limitation en P 

Changement en DIC ↗ 

Ø coccosphères ↗ 

Ø cellules ↗ 

Quota PIC ↗ 

Quota POC ↗ 

PIC:POC ↗ 

POC:PON et POC:POP↗ 

PON:POP ↘ 

Langer et al. (2013) 

Leonardos & Geider 

(2005)  

Müller et al. (2008)  

Oviedo et al. (2014) 

La phase de division 

cellulaire est inhibée 

d’où le grossissement 

des cellules et leurs 

quotas plus élevés. La 

calcification semble 

favorisée par rapport à 

la photosynthèse. 

Limitation en N 

Changement en DIC ~ 

Ø coccosphères ~↘ 

Ø cellules ~↘ 

Quota PIC ↗ 

Quota POC ~↗ 

PIC:POC ↗ 

POC:PON et POC:POP↗ 

PON:POP ↘ 

Langer et al. (2013) 

Müller et al. (2008)  

Variations 

probablement 

dépendantes de la 

souche utilisée. La 

calcification semble 

favorisée par rapport à 

la photosynthèse 

Diminution de la 

lumière entre 

140 et 30 µmol 

photons.m-2.s-1 

µ ↘ 

Changement en DIC × 

Ø coccosphères ~ 

Ø cellules ~ 

Quota PIC ~↗ 

Quota POC ~ 

PIC:POC ↘ 

POC:PON et POC:POP ~ 

PON:POP ~ 

Feng et al. (2008) 

 Müller et al. (2011) 

Paasche (1999) 

 Rost et al. (2002) 

 Trimborn et al. (2007) 

Zondervan (2007) 

 Zondervan et al. (2002) 

La valeur de la lumière 

de saturation dépendra 

de la souche cultivée 

mais profil similaire pour 

E. huxleyi : 

augmentation du 

PIC:POC puis diminution 

avec augmentation de la 

lumière. 
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6. Conclusions 

Le Tableau III.8 permet de résumer les principaux résultats et variations de la morphologie 

des cellules et des taux métaboliques sous l’effet d’une limitation en nutriment et d’une 

diminution en lumière. Ces expériences de cultures ont mis en évidence des réponses 

différentes des cellules aux différentes limitations ou changements appliqués. 

Nous pouvons retenir quelques points essentiels de ces expériences : 

- les taux de croissance calculés pour les expériences contrôles mettent en avant la limitation de 

la croissance cellulaire par la lumière 

- la consommation en nutriments, les phases stationnaires et les rapports de l’élément limitant 

sur le POC témoignent de la réussite des limitations en nutriments 

- il semble qu’il existe un comportement commun à E. huxleyi vis-à-vis de la limitation en 

phosphate : une augmentation des tailles des coccosphères et des cellules, et des quotas 

cellulaires/rapports, excepté le quota en POP et le rapport PON :POP (voir Tableau III.8) 

- l’expérience LL-LP montre globalement le même comportement que celle faite en HL-LP 

malgré l’absence de phase stationnaire qui aurait pu être le signe d’une meilleure condition des 

cellules à la limitation en phosphate en LL pour ce qui est de la division cellulaire ; cependant 

tous les paramètres physiologiques autre que la croissance montre les caractéristiques de 

cellules limitées en phosphate 

- les variations observées quant à la limitation en nitrate telles qu’une augmentation du 

PIC :POC et des quotas PIC et POC ne correspondent pas respectivement avec les variations 

définies par Langer et al. (2013) et Müller et al. (2012), et amènent à penser que ces variations 

dépendent en partie de la souche d’E. huxleyi cultivée  

- les expériences avec une pCO2 plus élevée confirment la réponse souche-spécifique du taux de 

calcification des cellules d’E. huxleyi vis-à-vis d’un changement de CO2 dans le milieu (Langer et 

al., 2009) 

- peu importe la souche utilisée, E. huxleyi aura un rapport calcification/photosynthèse qui 

augmentera avec une augmentation de la lumière jusqu’à une lumière de saturation de la 

calcification, et ensuite diminuera à partir de cette même lumière. Cependant la valeur de cette 

lumière de saturation sera, elle, dépendante de la souche étudiée et sa détermination devrait à 

l’avenir faire partie des priorités dans les études faites avec l’espèce E. huxleyi (Zondervan, 

2007). 
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Les limitations des cultures faites en batch, quant à l’impossibilité de définir un taux de 

croissance (Langer et al., 2013) en conditions limitées en nutriments ou de suivre 

quotidiennement le quota cellulaire, peuvent être contournées en utilisant des modèles 

physiologiques simples tels que les modèles de Monod (Monod, 1949) et/ou de Droop (Droop, 

1968). Cette notion sera abordée dans le prochain chapitre où les deux modèles sont 

développés sur le jeu de données des expériences de Langer et al. (2013) et celles présentées 

dans ce manuscrit. Cette approche nous permettra de simuler les expériences et d’estimer des 

paramètres physiologiques fondamentaux plus généralement estimés via des cultures faites en 

chemostat. La combinaison des résultats des expériences et des modèles physiologiques sera 

par la suite utilisée et développée dans le contexte de la campagne BIOSOPE dans le chapitre V.  

Ce travail a été publié dans le journal Biogeosciences (Perrin et al., 2016): publication 

figurant en annexe 4 pour permettre une description plus détaillée de chaque partie dans ce 

manuscrit.  



 

 
 



 

 
 

 

 

 

CHAPITRE IV  

MODELISATION DE LA CROISSANCE  

DE CELLULES D‘E. HUXLEYI  

EN SYSTEME BATCH 
  

 
 
 
 
  
 

« De nombreuses heures devant l’ordinateur avec Vanni  

ont permis d’aboutir à ce travail de modélisation. 

Bien entendu sans déroger à une des règles de la  

modélisation : prendre son mal en patience! » 
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Dans ce chapitre, deux modèles physiologiques quantitatifs seront décrits et utilisés pour 

obtenir le maximum d’informations sur la physiologie des cellules lors des expériences de 

cultures faites en système batch. Pour ce faire, le logiciel Mathematica a été utilisé pour créer 

les modèles (travail réalisé initialement par Giovanni Aloisi) qui permettent d’estimer les 

informations physiologiques relatives à l’acquisition de ressources et propres à une expérience 

de culture. J’ai contribué en parallèle à l’amélioration des modèles et je me suis notamment 

chargée des tests de sensibilité, de l’affinement des paramètres, de la sortie et de 

l’interprétation des résultats. 

 

 

1. Contexte général 

La croissance d’Emiliania huxleyi, étant influencée par les conditions environnementales 

(lumière, nutriments, température…), a été modélisée par deux modèles physiologiques à 

l’échelle cellulaire : un modèle physiologique de type Monod (Monod, 1949) et un modèle de 

type Droop (Droop, 1968). Le modèle de Monod était à l’origine mis en place pour décrire la 

croissance bactérienne (Monod, 1949) alors que le modèle de Droop, quant à lui, a été 

initialement créé pour représenter l’effet du quota interne en vitamines B12 sur la croissance 

phytoplanctonique (Droop, 1968). Ils décrivent tous deux, mais de façon différente, le lien entre 

l’absorption de nutriments et la croissance de l’organisme.  

Ces modèles à l’échelle cellulaire sont souvent intégrés dans des modèles biogéochimiques 

et écologiques qui simulent la croissance du phytoplancton dans l’océan. Les bases du modèle 

de Monod et de Droop sont utilisées par : Sommer (1991) qui compare les deux modèles en les 

appliquant à la croissance, limitée par plusieurs nutriments, de populations naturelles de 

phytoplanctons; et Legović and Cruzado (1997) qui étudient un modèle de croissance 

phytoplanctonique à plusieurs nutriments en utilisant l’assimilation de type Michaelis-Menten-

Monod et la croissance de Droop. Les bases du modèle de Droop ont aussi été utilisées par 

exemple par : Benavides et al. (2015) qui identifient les paramètres de Droop grâce à 

l’élaboration d’expériences optimales ; Bernard (2011) qui détaille le modèle de Droop afin 

d’améliorer les processus de modélisation de cultures de microalgues pour la production de 

biofioul et mitigation de CO2. Dans cette thèse, par contre, ces modèles sont intégrés dans un 

modèle simple du système batch dans le but de tirer le maximum d’informations physiologiques 

des expériences réalisées sur E. huxleyi et présentées dans les deux chapitres précédents. En 

particulier, cette modélisation sera utilisée pour estimer des paramètres physiologiques 

essentiels, relatifs à l’assimilation de ressources nutritives, tels que la constante de demi-
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saturation pour l’absorption d’un nutriment (Eppley et al., 1969) ou le quota cellulaire 

minimum, subsistent, d’un nutriment donné (Shuter, 1979). 

Ces deux modèles ont donc été appliqués aux expériences de cultures présentées dans le 

chapitre précédent, nommées les expériences « RCC911 » ; ainsi qu’aux expériences de Langer 

et al. (2013), appelées les expériences « PML B92/11 ». Tout d’abord, dans ce chapitre, une 

première partie décrira les méthodes utilisées pour créer et utiliser les deux modèles différents. 

Puis, une deuxième partie introduira les expériences de cultures réalisées par Langer et al. 

(2013). Suivra ensuite une troisième partie permettant la description des données utilisées pour 

la simulation des expériences de cultures. Puis, dans une quatrième partie, les résultats de 

modélisation seront présentés et analysés en détails. Enfin, avant de conclure ce travail de 

modélisation, il y aura une dernière partie explicative et descriptive des paramètres 

physiologiques estimés pour les expériences de cultures citées précédemment. 

 

 

2. Méthodes de modélisation physiologique 

2.1 Modèle physiologique de Monod 

Le modèle physiologique de croissance cellulaire de Monod (Monod, 1949) définit le taux 

de croissance d’un organisme unicellulaire comme étant proportionnel à l’absorption des 

nutriments au sein de l’organisme. Comme reporté par Sommer (1991), l’avantage écologique 

de ce modèle est qu’il considère un lien direct entre la croissance d’une population de cellules 

phytoplanctoniques et la concentration externe en nutriments, et décrit quantitativement ce 

lien avec un paramètre conceptuellement simple (constante de Monod). Dans le modèle de 

Monod, le quota cellulaire de l’élément limitant est considéré fixe (voir Figure IV.1A). Ce modèle 

physiologique est représenté mathématiquement par la relation suivante : 

 
  RKR

R


 max                                                                                                                              (IV-1)                                                                                                                   

où max (en jours-1) est le taux de croissance maximal en conditions de nutriments non-limitants, 

KR (en mol.L-1) est la constante de demi-saturation pour la croissance (la « constante de 

Monod ») et [R] (en mol.L-1) est la concentration du nutriment limitant R dans un fluide 

environnant.  

 

Modéliser l’évolution dans le temps d’une population d’organismes unicellulaires de type 

Monod dans une expérience de batch est relativement simple. Outre l’équation de croissance, il 
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est nécessaire de définir le taux d’absorption du nutriment limitant par la cellule, Rup, en 

µmol.cell-1.d-1 :  

Rup QR                                                                                                                                            (IV-2)  

où QR est le quota du nutriment limitant R (en µmolR.cell-1) à la fin de l’expérience non limité en 

nutriment. 

 

Tenant compte de ces deux définitions, deux équations différentielles sont nécessaires pour 

suivre la densité cellulaire et la concentration externe de l’élément limitant R en fonction du 

temps dans le réacteur batch :
 

Cells
dt

dCells
                                                                                                                                  (IV-3)  

 
V

CellsR

dt

Rd up 
                                                                                                                                   (IV-4)                           

où V  (en litres, L) est le volume du réacteur du batch, Cells (en cell.mL-1) est la densité cellulaire 

mesurée lors des expériences, et Rup le taux d’absorption de l’élément limitant R par la cellule 

(en molN.cell-1.jour-1). Les conditions initiales des deux équations différentielles du modèle sont 

fixées par les données expérimentales de l’expérience simulée, tels que la concentration en 

nutriment et le nombre de cellules au début de l’expérience. 

 

Les paramètres connus de ce modèle sont le volume du batch V et le quota cellulaire de 

l’élément limitant R, QR. Les deux inconnues qui permettront d’ajuster le modèle aux données 

sont le taux de croissance maximum : µmax et la constante de demi-saturation (Michaelis-

Menten) du nutriment R pour la croissance : KR. Les données expérimentales utilisées pour 

ajuster ce modèle aux données sont : la densité cellulaire en fonction du jour de l’expérience et 

la concentration externe de l’élément limitant dans le milieu. Ce modèle de Monod sera 

appliqué aux expériences RCC911 et PML B92/11, dont les données utilisées pour ajuster le 

modèle sont présentées dans la partie 4. 
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2.2 Modèle physiologique de Droop 

2.2.1 Méthode du modèle de Droop 

Le modèle physiologique de Droop (Droop, 1968) définit une distinction claire entre les 

processus d’absorption des nutriments et de croissance cellulaire, considérant la capacité des 

micro-algues à stocker des nutriments intracellulairement (Benavides et al., 2015). Dans ce 

modèle, la croissance cellulaire dépend des réserves intracellulaires de l’élément limitant 

appelés les quotas Q (voir Figure IV.1B). Le taux d’absorption en nutriment dépendant du 

temps, Rup (en molR.cell-1.jour-1), est simulé en utilisant une formulation de type Michaelis-

Menten (Michaelis and Menten, 1913): 

 
  R

cellup
KR

R
VSR


 max

                                                                                                                (IV-5) 

où SCell (en m3) est la surface de la cellule, Vmax (en molR.m-2.j-1) est le taux d’absorption 

maximal du nutriment normalisé à la surface (obtenu en ajustant le modèle pour qu’il soit en 

accord avec les données) et KR (en mol.L-1) est la constante (Michaelis-Menten) de demi-

saturation pour l’absorption du nutriment limitant R. Le volume et la surface de la cellule ont 

été obtenus à partir des  mesures de diamètre des cellules pour les expériences contrôlées (non 

limitées en nutriments) faites pour RCC911 en forte lumière « HL » et en faible lumière « LL ». 

Pour l’expérience PML B92/11, où la taille n’a pas été mesurée, celle-ci a été estimée d’après le 

quota de carbone organique particulaire cellulaire QC (en pmolC.cell-1), et la densité cellulaire 

des coccolithophoridés en terme de biomasse (approximativement égale à 0.015 pmolC.m-3) 

(Aloisi, 2015).  

 

Figure IV.1 : Représentation schématique cellulaire des deux modèles physiologiques. A) Type 

Monod et B) Type Droop. Avec DIC, DIN et DIP respectivement le carbone inorganique dissous, 

l’azote inorganique dissous et le phosphore inorganique dissous ; et QC, QN et QP respectivement le 

quota cellulaire en carbone, azote et phosphore. Figure prise de Follows and Dutkiewicz (2011). 
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Le taux de croissance des cellules (en jour-1) a été calculé en utilisant une équation de type 

Droop, dite nQuota, telle que reportée par Flynn (2008) et (2002):  

)()(

)()1(
minmaxmin

min

max

RRRR

RR

QQKQQQ

QQKQ




                                                                                (IV-6)  

où µmax (en jours-1) est le taux de croissance maximal atteint au quota cellulaire en nutriment 

maximal QR
max (en mol.cell-1) (Morel, 1987), QR

min (en mol.cell-1) est le quota cellulaire 

minimum (subsistent) du nutriment R en dessous duquel les cellules ne peuvent pas croître et 

KQR est un paramètre sans dimension qui dépend des valeurs de Qmin et Qmax et qui est 

comparable entre les différents types de nutriments et qui a typiquement différentes valeurs 

pour le nitrate et le phosphate (Flynn, 2002). 

 

Ce paramètre KQR est définit par Flynn (2008b) comme étant représentatif de la relation entre 

le taux de croissance relatif (µ/µmax) et le rapport des quotas Q/Qmax (voir Figure IV.2). Ce 

paramètre introduit une élasticité supplémentaire dans l‘équation de croissance et permet de 

faire varier le taux de croissance avec les quotas cellulaires. Il s’agit d’un paramètre sans 

dimension se trouvant selon Flynn (2008a) au dessus de 3 pour le nitrate et inférieur à 0.3 pour 

le phosphate. Nous verrons par la suite que cette hypothèse n’a pas été vérifiée dans ce travail 

de thèse.  

 

 

Figure IV.2 : Forme de la courbe de quota normalisé (nQuota) (équation IV-6). Avec différentes 

valeurs de KQ et avec un Qmin :Qmax = 0.2. Figure prise de Flynn (2008b). 

 



CHAPITRE IV 

 

112 

 

Le quota QR
min est obtenu par les analyses du quota cellulaire particulaire du nutriment R (NO3 

ou PO4) à la fin des expériences limitées en nutriments, lorsque la croissance est égale à zéro 

alors que QR
max est égale au quota cellulaire particulaire du nutriment analysé pour les 

expériences contrôles, et donc à celui dans la phase de croissance exponentielle des 

expériences limitées en nutriment. Le paramètre KQR a été obtenu par l’ajustement entre le 

modèle et les données en tant que paramètre inconnu. De plus, dans le modèle de Droop le 

taux de croissance dépend du quota interne cellulaire en nutriment R (équation IV-6), plutôt 

que de la concentration externe en nutriment dissous comme pour le modèle de croissance 

phytoplanctonique de Monod. 

 

Pour simuler la croissance d’un organisme de type Droop dans une expérience en batch, il 

faut considérer trois équations différentielles qui définissent la densité cellulaire totale dans le 

réacteur batch (Cells), la concentration en nutriment dans le milieu ([R], en mol.L-1) et le quota 

cellulaire interne de l’élément limitant R (QR, en mol. cell-1) : 

Cells
dt

dCells
                                                                                                                                  (IV-7)    

 
V

CellsR

dt

Rd up 
                                                                                                                             (IV-8)                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                 

Rup
R QµR

dt

dQ
                                                                                                                              (IV-9) 

Ces trois équations différentielles sont intégrées à travers le temps à partir de conditions 

initiales choisies en se basant sur les valeurs expérimentales du nombre de cellules initial dans 

la bouteille, la concentration initiale de l’élément dit limitant du milieu avant l’inoculation des 

cellules et le quota cellulaire en nutriment déterminé pendant la croissance de l’expérience en 

conditions riches en nutriments. Pour récapituler, les inconnues de ce modèle sont : le taux de 

croissance maximal µmax, le taux d’absorption maximal Vmax, la constante de demi-saturation 

pour l’absorption de l’élément limitant R KR et le paramètre sans dimension KQR. 

 

2.2.2 Stratégie du modèle de Droop 

Ce modèle de Droop comporte 8 paramètres. Quatres d’entre eux sont considérés connus 

et constants pour une expérience donnée : le volume du réacteur (bouteille) batch VR, le volume 

de la cellule (et la surface SCell), et les quotas cellulaires minimaux et maximaux de l’élément 

limitant respectivement, Qmin and Qmax. Les quatres autres sont inconnus et sont estimés par le 
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modèle, ce sont les paramètres physiologiques : la constante de demi-saturation pour 

l’absorption de nutriment R KR, le taux d’absorption maximal du nutriment R normalisé à la 

surface Vmax, le taux de croissance maximal µmax et le paramètre sans dimension KQR (différent 

selon l’élément considéré).  

 

Un point à noter est que le modèle de Droop présenté ici ne prend pas en compte les 

changements de taille des cellules entre les différentes expériences induits par une limitation en 

nutriments. Comme reporté dans la partie précédente, la taille de la cellule a été définie 

différemment pour les expériences RCC911 et PML B92/11. Pour l’expérience RCC911, les tailles 

ne correspondent donc pas aux tailles mesurées à la fin des expériences limitées en nutriments 

comme décrit dans le chapitre III mais à celles mesurées à la fin des expériences contrôlées en 

HL et LL. Celles-ci sont effectivement les tailles théoriques des cellules au début de chaque 

expérience et normalement jusqu’à la phase stationnaire.  

 

Les données expérimentales qui ont permis d’ajuster le modèle aux données sont : la 

densité cellulaire en fonction du temps, la concentration de l’élément limitant dans le milieu et 

le quota cellulaire de l’élément limitant au début et à la fin de l’expérience. Pour les deux 

expériences simulées, le quota cellulaire et particulaire des expériences contrôlées a été utilisé 

comme quota au jour zéro et au deuxième jour (ou quatrième jour pour les expériences en 

faible lumière) (voir exception dans la partie 4.4), ce qui permet de garder un quota constant 

pendant la phase exponentielle. Cette hypothèse est correcte comme le quota cellulaire n’est 

affecté qu’à partir du moment où la limitation en nutriment commence. Au dernier jour de 

l’expérience, le quota cellulaire particulaire estimé à la fin de l’expérience limitée a été utilisé. 

Ce quota a été calculé en utilisant le nombre de cellules final dans le milieu et la concentration 

initiale de l’élément limitant dans le milieu (voir partie 4.4 pour les explications détaillées de 

cette démarche).  

 

La qualité de la simulation du modèle et de son ajustement avec les données 

expérimentales a été estimée en utilisant une fonction de coût afin de comparer la précision de 

la simulation selon les « run » effectués (« run » : faire tourner le modèle). Cet outil statistique 

pour améliorer la fiabilité des simulations a été réalisé avec l’aide d’Anastase Charantonis au 

LOCEAN. Pour un « run » donné, le coût total a été calculé comme ce qui suit: 

2

1

)( i

n

i

XTotCost 


                                                                                                                   (IV-10)  
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où n est le nombre de données disponibles par paramètre et ΔXi la différence entre la donnée 

et le modèle au même point i : 

)()( iii XModelXDataX                                                                                                    (IV-11)                                                                                                                       

où Xi est la donnée considérée, expérimentale ou issue du modèle (la densité cellulaire, la 

concentration de l’élément limitant ou le quota cellulaire de l’élément limitant). 

 

Un poids plus important a été donné à la fonction de coût de densité cellulaire pour les 

deux types de cultures et de même pour la fonction de coût de la concentration en nutriments 

mais seulement pour la culture PML B92/11 de par son nombre important de données 

expérimentales par rapport aux cultures RCC911. Aucun poids n’a été mis pour la fonction de 

coût du quota cellulaire. Ce coût est donc comparable entre deux « runs » d’une même 

expérience et entre deux expériences utilisant la même souche (même type et nombre de 

données). 

Dans cette analyse, un coût faible est témoin d’un meilleur ajustement entre le modèle et 

les données expérimentales et donc d’une meilleure qualité de la simulation. Pour une 

expérience donnée, le meilleur ajustement a été obtenu en faisant tourner le modèle de façon 

répétitive en imposant un nombre important de combinaisons possibles entre les différents 

paramètres inconnus (environ 500000 simulations ont tourné pour chaque expérience avant de 

trouver le meilleur ajustement). Pour ce faire, des intervalles assez larges ont été définis pour 

les paramètres inconnus de manière à ce qu’’il y ait une cohérence d’un point de vue 

physiologique et que les valeurs ne soient pas absurdes scientifiquement, après avoir regardé la 

littérature. L’intervalle a été resserré plusieurs fois autour de la valeur simulée pour affiner la 

réponse du modèle et améliorer l’ajustement aux données expérimentales. Le « best-fit » a 

ensuite été trouvé en appliquant la méthode ci-dessus. Les résultats de ce modèle et les valeurs 

des paramètres physiologiques sont reportés dans les parties 5 et 5.2 de ce chapitre. 
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3. Description des expériences de cultures « PML B92/11 » 

Les modèles physiologiques ont besoin de données de cultures afin de contraindre les 

paramètres physiologiques du modèle. Les modèles de Monod et Droop introduits dans la 

section 2 ont été contraints avec les résultats des expériences RCC911 (chapitre II et III) et avec 

les résultats de Langer et al. (2013).  

La publication « Coccolithophores do not increase particulate carbon production under 

nutrient limitation: A case study using Emiliania huxleyi (PML B92/11)» publiée par Gerald 

Langer en 2013 dans le journal « Journal of Experimental Marine Biology and Ecology » (volume 

443, pages 155-161) a en effet été choisie afin de contraindre les paramètres physiologiques 

relatifs à l’acquisition de nutriments via les modèles physiologiques décrits précédemment. Le 

choix de ces données expérimentales a été guidé par deux points importants : 1) la similarité de 

la méthode utilisée pour faire ses expériences de culture avec les expériences RCC911 ; et 2) la 

fréquence des analyses de concentrations en nutriments faites au long des expériences. En 

effet, la Figure IV.3 nous montre les résultats quotidiens de ces analyses pour le nitrate et le 

phosphate. On rappelle que les concentrations en nutriments pour les expériences RCC911 

n’ont été faites que pour le milieu initial et à la fin des expériences (voir chapitre III). 

Le but de leur travail a été de mettre en évidence ce qui a été introduit dans le chapitre III : 

le fait qu’il est impossible de calculer une production de calcification ou de photosynthèse dans 

des conditions de limitation en nutriments pour une culture faite en système batch. Ce papier 

s’appuie sur le cas d’une étude en laboratoire sur l’espèce de coccolithophoridés E. huxleyi  et 

plus précisément sur la souche PML B92/11.  

 

3.1 Expériences de limitation 

La souche utilisée par Langer et al. (2013) a été cultivée dans de l‘eau de mer enrichie avec 

des métaux traces et des vitamines f/2 selon Guillard and Ryther (1962) avec un mélange d’eau 

de mer naturelle de la mer du Nord et de l’eau de mer artificielle dont la composition est 

détaillée dans le tableau 2 de la publication de Langer et al. (2013). Le type de culture réalisé et 

les paramètres physico-chimiques fixés dans les milieux de cultures sont répertoriés dans le 

Tableau IV.1. 

Langer et al. (2013) ont testé, pour le nitrate et le phosphate, une concentration amenée à 

limiter les cultures avec respectivement des expériences contrôles riches en nutriments pour 

permettre une comparaison. Ils ont donc mis en place 4 expériences différentes : deux 

expériences riches en nutriments différenciées par le mélange d’eau de mer effectué ; une 

expérience limitante en phosphate et une expérience limitante en nitrate. 
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Tableau IV.1 : Type de culture et paramètres physico-chimiques du milieu des expériences 

réalisées par Langer et al. (2013). 

 

Paramètres Pour PML B92/11 

Type de culture Batch 

Température (°C) 15 

Salinité 32 

Irradiance (µmol photons.m-2.s-1) 400 

pHT 8.057-8.189 

NO3 riche et limitant (µmol.L-1) 780-680 et 3 

PO4 riche et limitant (µmol.L-1) 32-35 et 0.29 

 

 

 

3.2 Résultats principaux  

Langer et al. (2013) ont échantillonné tous les jours sauf le premier jour d’expérience pour 

faire des analyses en nutriments (Figure IV.3). Les quotas en matière particulaire ont été 

analysés à la fin des expériences et la production de calcification et de photosynthèse calculée à 

l’aide du taux de croissance via les relations de production définies dans le chapitre III section 

4.6. Les résultats pour la densité cellulaire et les valeurs en nutriments pour les expériences 

limitées en nitrate et phosphate à la fin de l’expérience sont représentés par la Figure IV.3 prise 

dans la publication de Langer et al. (2013). Les résultats de quotas cellulaires et de taux de 

production sont disponibles dans cette même publication (tableau 3 et figure 2 de l’article).  
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Figure IV.3 : Figures de Langer et al. (2013). Densité cellulaire (symboles pleins) et concentration 

dans le milieu de cultures en nitrate (A) et en phosphate (B) dans le milieu de culture (symboles 

ouverts). 

 

 

3.3 Conclusions majeures 

La comparaison des résultats de Langer et al. (2013) avec ceux de Borchard et al. (2011), 

qui ont fait des expériences en chemostat avec la même souche, leur permettent de montrer 

que la réponse du taux de production de POC de l’expérience limitée en phosphate est 

qualitativement différente pour une culture en batch. Ils confirment le fait que le taux de 

production ne peut pas être calculé avec  une expérience faite en batch d’après Langer et al. 

(2012). Ils concluent malgré tout sur l’utilité des cultures en batch pour mieux comprendre le 
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comportement d’une souche ou bien comparer le comportement de deux souches différentes 

vis-à-vis d’une limitation en phosphate et/ou nitrate. Dans ce cas, il est possible d’utiliser les 

quotas cellulaires et les ratios pour ce genre d’étude. Cependant, si le but est d’étudier les taux 

de production d’une souche, des cultures en chemostat ou semi-continues doivent être 

utilisées.  

 

 

4. Données simulées issues des expériences avec les souches 

RCC911 et PML B92/11 

Pour chacune des deux expériences en laboratoire simulées, les expériences RCC911 et PML 

B92/11, le même type de données a été utilisé pour modéliser les expériences en batch et 

définir les conditions initiales du modèle. Ci-dessous des tableaux de valeurs pour répertorier 

les constantes indépendantes du temps et les données de densité cellulaire, de concentration 

du nutriment limitant et du quota cellulaire de l’élément limitant. 

 

4.1 Choix des constantes indépendantes du temps 

 Des constantes ont été utilisées pour fixer le modèle : le temps maximal de l’expérience, le 

volume et la surface des cellules, et le volume du batch utilisé. Ces constantes sont reportées 

dans le Tableau IV.2 ci-dessous. 

 

 

Tableau IV.2 : Constantes indépendantes du temps. Données définies au début du modèle de 

Monod (tmax et VR) et Droop (tmax, VR et Ro). tmax est le temps maximal de l’expérience en jours, VR est 

le volume du batch et Ro est le rayon de la cellule interne. 

Cultures RCC911 PML B92/11 

Expériences HL-LP HL-LN LL-LP LL-LN LP LN 

tmax (jours) 8 8 19 13 8 8 

VR (L) 2.7 2.7 2.7 2.7 2 2 

Ro (µm) 2.257 2.257 1.985 1.985 2.23 2.23 
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4.2 Données des densités cellulaires  

Les densités cellulaires (Tableau IV.3) ont permis de suivre la croissance cellulaire de 

l’expérience pendant la durée de l’expérience correspondant au temps maximal reporté dans le 

Tableau IV.2. Les comptages n’ont pas forcément été réalisés tous les jours, surtout pour 

l’expérience RCC 911 LL et pendant la phase de latence de l’expérience PML B92/11. 

 

 

Tableau IV.3 : Densité cellulaire en fonction du jour de l’expérience. Données pour les différentes 

expériences de limitation en nutriment réalisées pour les cultures RCC911 et PML B92/11. 

Cultures RCC911 PML B92/11 

Expériences HL-LP HL-LN LL-LP LL-LN LP LN 

Densité cellulaire cell.mL
-1

 cell.mL
-1

 cell.mL
-1

 cell.mL
-1

 cell.mL
-1

 cell.mL
-1

 

Jour 0 500 500 5000 5000 100 100 

1 1445 379 7578 6003 / / 

2 / / / / / / 

3 7550 3050 17757 9337 7472 5752 

4 23041 8151 / / 28229 17172 

5 57072 22205 25129 / 77568 51760 

6 80858 46864 / 18502 114877 81542 

7 88518 68048 / 23333 130651 95322 

8 90862 72598 37427 / 141765 99254 

9 / 74162 / 39703 / / 

10 / / 46183 / / / 

11 / / 57559 62482 / / 

12 / / 68412 64137 / / 

13 / / 76236 62921 / / 

14 / / 90562 / / / 

15 / / / / / / 

16 / / 103933 / / / 

17 / / 124549 / / / 

18 / / 135956 / / / 

19 / / 153681 / / / 
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4.3 Données de concentration du nutriment limitant 

Les données de concentration du nutriment limitant (nitrate ou phosphate selon les 

expériences) sont présentes dans le Tableau IV.4. Nous pouvons remarquer qu’il n’y a que deux 

données disponibles pour les cultures RCC911 : une au début et une à la fin de l’expérience ; 

alors qu’il y a des données quasiment journalières pour les cultures PML B92/11, d’où l’intérêt 

majeur de modéliser ces cultures pour améliorer la précision du modèle et ajuster celui-ci à un 

nombre de données de concentration du nutriment limitant plus important que pour les 

cultures RCC911. 

 

 

Tableau IV.4 : Données de concentrations en nutriments (NO3 ou PO4) pour les cultures RCC911 (A) 

et les cultures PML B92/11 (B). Les abréviations HL, LL, LP et LN sont définies dans le chapitre II. 

Exp. : expériences. La concentration indiquée est celle de l’élément limitant : LN = nitrate et LP = 

phosphate. 

A)                                                                                                        B) 
  

 

 

 

 

4.4 Données du quota cellulaire de l’élément limitant 

Les données du quota cellulaire QR de l’élément limitant R (nitrate ou phosphate) sont 

reportées dans le Tableau IV.5. Les valeurs de quotas sont les valeurs des analyses faites d’azote 

organique particulaire (PON) ou de phosphore organique particulaire (POP). Le quota cellulaire 

des expériences contrôles est utilisé comme quota initial maximal pour les expériences limitées 

(Qmax) sauf exception détaillée ci-dessous.  

Culture RCC911 

Expériences HL-LP HL-LN LL-LP LL-LN 

NO3 ou PO4 µmol.L
-1

 µmol.L
-1

 µmol.L
-1

 µmol.L
-1

 

Début exp. 0.55 2.5 0.45 5.1 

Fin exp. 0.011 0.18 0.0081 0.13 

Culture PML B92/11 

Expériences LP LN 

NO3 ou PO4 µmol.L
-1

 µmol.L
-1

 

Jour 0 0.29 2.75 

2 0.26 2.65 

3 0.2 2.39 

4 0.09 1.46 

5 0 0 

6 0 0 

7 0 0 

8 0 0 
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Les valeurs de Qmin devaient initialement être celles des analyses réalisées à la fin des 

expériences limitées en nutriments. Cependant la valeur de PON donnée par Langer et al. 

(2013) est très faible (et sûrement erronée; communication personnelle de Gerald Langer) (0.08 

pg.cell-1 ou 5.71 fmol.cell-1) et dégrade totalement l’ajustement du modèle aux données. Ainsi 

cette valeur a été recalculée en considérant que le nombre final de cellules dans le batch ait 

consommé tout le nitrate présent au début de l’expérience. Ce calcul a donné une valeur de 

27.7 fmol.cell-1 qui a été utilisée dans le modèle (voir Tableau IV.5). Pour d’autres souches d’E. 

huxleyi, mais le même genre de cultures avec des conditions assez similaires et en conditions de 

limitation en nitrate, Sciandra et al. (2003) ont mesuré un PON de 38.9-39.3 fmol.cell-1 et Rouco 

et al. (2013) de 51.4 fmol.cell-1, ce qui justifie la démarche de calculer un PON théorique pour 

ajuster au mieux le modèle.  

 Par un souci de cohérence, le calcul réalisé pour la valeur de PON a été appliqué aux autres 

expériences qui ont été modélisées. Pour ce faire, le quota a été calculé en soustrayant la 

concentration de nutriment finale à celle initiale dans le milieu. Les valeurs théoriques de PON 

et POP (ou l’équivalent QN et QP) obtenues sont assez similaires aux valeurs issues des analyses 

en laboratoire et ceci ne change quasiment rien à l’ajustement du modèle sur les données 

expérimentales malgré une plus grande différence pour certaines expériences comme LL-LN, 

HL-LP et LP (voir Tableau IV.5). Ces résultats sont présentés dans le Tableau IV.5. Pour une 

cohérence dans la méthodologie, il a été décidé d’utiliser les valeurs de QN
min and QP

min 

théoriques et calculées plutôt que celles venant des analyses pour ajuster le modèle aux 

données de la même manière pour toutes les expériences. 

Cependant ce calcul a montré deux incohérences :  

1) le QminP calculé pour l’expérience LP PML B92/11 et LP-HL RCC911 est devenu supérieur à 

son QmaxP 

 2) l’écart réduit entre le QminP calculé de l’expérience LP PML B92/11 et son QmaxP a 

empêché le modèle de reproduire les données.  

 

Pour ce qui est de l’incohérence (2), une réponse assez similaire entre les expériences 

simulées étaient attendues. En effet, cette réponse « normale » attendue s’identifiait par deux 

points essentiels : 1) le quota cellulaire lors de la phase exponentielle de l’expérience devait 

être constant et égal au quota maximal cellulaire, et 2) le quota cellulaire ne pouvait descendre 

à des valeurs inférieures au quota cellulaire minimum. 

 

Pour résoudre ce problème, les valeurs mesurées auraient pu être maintenues pour 

reproduire les données. Cependant la reproduction des données par le modèle ne marchant 
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pas, il a été décidé de trouver une solution alternative. De nouvelles valeurs de QmaxP ont ainsi 

été déduites en reportant la diminution en POP par cellule initiale au cours de l’expérience, soit 

le POP de l’expérience contrôle moins le POP de l’expérience limitée en PO4, sur la valeur de 

QminP calculée comme expliqué précédemment. Les valeurs sont indiquées dans le Tableau IV.5 

(7.651 fmol.cell-1 et 4.675 fmol.cell-1, respectivement pour les expériences HL-LP et LP). Alors 

que cette valeur a permis de parfaitement reproduire les données pour l’expérience HL-LP (voir 

Figure IV.9), la reproduction des données par le modèle n’a pas marché pour l’expérience PML 

B92/11 LP (voir Figure IV.6). Le rapport initial C/P étant de 214 pour l’expérience contrôle et 

donc très élevé par rapport à Redfield, plusieurs valeurs de QmaxP ont été testées afin de 

diminuer ce rapport C/P jusqu’à trouver la valeur de QmaxP reproduisant le mieux les données 

(voir Figure IV.7 et de plus amples explications dans la partie 5.2.1). 

 

 

 

 

Tableau IV.5 : Données du quota cellulaire maximal et minimal particulaire de l’élément limitant. 

Valeurs analysées et calculées pour Qmin.  

Cultures RCC911 PML B92/11 

Expériences HL-LP HL-LN LL-LP LL-LN LP LN 

 
fmol.cell-1 fmol.cell-1 fmol.cell-1 fmol.cell-1 fmol.cell-1 fmol.cell-1 

QRmax       
Jour 0  

et 2 (ou 4) 
7.651

 a
 103.3 8.704 141.643 

4.675
a
 

8.22
b
 

103.6 

QRmin 
      

Dernier jour 
      

Analysé 3.46 28.8 1.96 56.13 0.645 5.71 

Calculé 5.93 31.28 2.88 78.99 2.04 27.7 

a 
= valeurs déduites de la diminution en POP par cellule initialement dans l’expérience 

b 
= valeur déduite des tests afin de reproduire les données  
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5. Evolution des paramètres expérimentaux au cours du temps 

5.1  Résultats préliminaires et comparaison des deux modèles  

Les premiers résultats présentés dans cette partie (Figure IV.4) mettent en avant les 

particularités distinctes du modèle de Monod et de celui de Droop. Les deux modèles calculent 

la concentration en NO3 et la densité cellulaire en fonction du jour de l’expérience. Si nous 

regardons avec attention la Figure IV.4B, nous pouvons noter que le nitrate est entièrement 

consommé entre les jours 4 et 5 que ce soit pour le modèle de Monod ou de Droop. 

Parallèlement, la Figure IV.4A nous montre que la densité cellulaire simulée se stabilise au jour 

4 pour le modèle de Monod et reste constante jusqu’à la fin de l’expérience. Cependant, pour le 

modèle de Droop, celle-ci commence doucement à diminuer à partir du jour 6 pour quasiment 

se stabiliser au jour 8. 

 

 

Figure IV.4 : Comparaison du modèle de Monod et Droop. Densité cellulaire (A) et concentration de 

nitrate dissous dans le milieu (B) en fonction du temps pour l’expérience limitée en nitrate et pour la 

culture PML B92/11. Les données expérimentales sont les points rouges, la simulation avec le 

modèle de Monod est la ligne en pointillés, celle avec le modèle de Droop est la ligne continue bleue 

et la ligne verticale verte en pointillés représente à peu près l’épuisement en nitrate dans le milieu. 

 

 

A 

B 
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Ces résultats nous montrent trois choses importantes : 

- il y a un petit décalage entre les données expérimentales de nitrate et la simulation de cette 

concentration par le modèle de Monod. Ceci est dû à l’infime surestimation du nombre de 

cellules par le modèle qui conduit à une baisse un peu plus rapide de la concentration en nitrate 

dans le milieu 

- le modèle de Monod ne reproduit pas l’augmentation du nombre de cellules après la 

consommation totale de nitrate dissous 

- le modèle de Droop reproduit parfaitement les données expérimentales et par conséquent, 

reproduit parfaitement l’augmentation du nombre de cellules une fois le nitrate dissous, 

présent dans le milieu, entièrement consommé 

Des observations similaires sont faites en modélisant l’expérience limitée en phosphate de 

Langer et al. (2013) ou encore les expériences faites avec la souche RCC911 présentées dans le 

chapitre précédent, limitées en nitrate ou en phosphate. Les résultats pour le modèle de Droop 

sont présentés dans la partie 5.2.2. 

 

Après la description de la juxtaposition des deux modèles appliqués à une expérience de 

limitation en nutriments, comme représenté dans la Figure IV.4, nous pouvons nous poser la 

question suivante : pourquoi le modèle de Monod ne reproduit pas l’augmentation de densité 

cellulaire après l’épuisement total des nutriments dans le milieu? 

De par sa définition, le modèle de Monod relie étroitement la croissance cellulaire à la 

concentration externe du nutriment limitant dissous. Or cette définition et les équations 

associées présentées dans la partie 2.1 de ce chapitre nous indiquent que dans un modèle de 

type Monod la densité cellulaire s’arrêtera de croître avec l’épuisement des nutriments dans le 

milieu. Ces deux processus sont simultanés et ne peuvent en aucun cas être découplé dans un 

modèle comme celui-ci. 

La deuxième question que nous pouvons alors nous poser est : A quoi sert le modèle de 

Monod ? 

Ce modèle est utile dans le cas de cultures à l’état stationnaire type cultures en chemostat 

(Sommer, 1991) ou pour décrire l’activité enzymatique (qui ne comportent pas de « quota » 

cellulaire en nutriment). Il est inutile, par conséquent, de l’utiliser pour simuler ou étudier une 

expérience de limitation en nutriment dans un batch, qui est une expérience à l’état non-

stationnaire. En effet, il est impossible de reproduire l’augmentation du nombre de cellules 

lorsque le nutriment limitant dans le milieu est entièrement consommé.  
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Au contraire, le modèle de Droop se prête tout à fait à la reproduction d’une expérience de 

limitation tel que montré dans cette partie, que ce soit une limitation en nitrate ou en 

phosphate dans ce cas, ou une limitation par un autre nutriment. Ce modèle reproduit bien 

l’augmentation du nombre de cellules après épuisement de l’élément limitant. Dans le cas de la 

Figure IV.4, cet élément limitant est le nitrate mais nous observons la même reproduction des 

données avec une limitation par le phosphate à la fin de l’expérience. Cette particularité des 

coccolithophoridés à se diviser même lorsque le nutriment limitant est épuisé est mise en avant 

par les données de densité cellulaire et de concentrations en nutriment de Langer et al. (2013). 

Ce comportement est aussi décrit par la Figure IV.5 qui est issue du papier de Bernard (2011) et 

qui représente la courbe de croissance typique pour les microalgues avec le profil de la 

consommation de l’élément limitant. Cette figure montre bien que la croissance cellulaire des 

microalgues est en accord avec la définition du modèle de Droop et non pas celui de Monod, ce 

qui rejoint nos observations précédentes. 

Pour conclure cette partie, le modèle de Monod n’étant pas adapté pour reproduire les 

données expérimentales des expériences de limitation, le modèle de Droop a été étudié plus 

intensément afin de simuler ces expériences et d’en déduire plusieurs paramètres non mesurés 

pendant les expériences. La suite de ce chapitre est donc dédiée aux résultats du modèle de 

Droop et à l’interprétation de ces résultats. 

 

 

Figure IV.5 : Courbe de croissance typique pour les microalgues. La biomasse continue de croître 

après l’épuisement des nutriments dans le milieu ; figure prise dans Bernard (2011). 
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5.2 Résultats du modèle Droop 

5.2.1 Modèle appliqué aux cultures avec PML B92/11 

Le modèle de Droop a été appliqué aux cultures batch « PML B92/11 » dont les données 

expérimentales utilisées pour ajuster le modèle sont répertoriées dans la partie 4.  

Tout d’abord, il est important de revenir au problème rencontré et abordé lors du choix des 

données de quotas cellulaires pour l’expérience LP de ces cultures PML B92/11. La Figure IV.6 et 

la Figure IV.7 nous montrent les deux modèles avec les deux valeurs de QmaxP différentes : l’une 

déduite de la diminution en POP par cellule au cours de l’expérience (Figure IV.6) et l’autre 

déduite de tests pour reproduire les données expérimentales de densité cellulaire et 

concentration en nutriments. La Figure IV.6 nous montre en effet que la valeur de QmaxP déduite 

de la diminution de POP par cellule ne permet pas du tout de reproduire les données 

expérimentales. Ceci est dû à une valeur trop basse de QmaxP qui limite le quota POP par cellule 

et ne leur permet pas de se diviser aussi vite que dans l’expérience, ni de consommer le PO4 

aussi rapidement. Ainsi la valeur expérimentale du quota cellulaire POP maximum est peut être 

sous-estimée par rapport à ce dont ont besoin les cellules pour suivre cette croissance. 

 

L’ajustement qui a permis de trouver la valeur de QmaxP et qui permet la reproduction des 

données expérimentales (Figure IV.7) n’est pas forcément très robuste puisque le but de cette 

partie modélisation était de reproduire les données expérimentales et non de les modifier pour 

que le modèle les reproduise. Cependant, afin d’estimer les paramètres physiologiques 

présentés dans la partie 6 de ce chapitre, il était nécessaire de trouver une reproduction des 

données fiables pour obtenir des paramètres valables. 

La description de l’évolution dans le temps du modèle physiologique lors d’une expérience 

de culture se fera en s’appuyant sur les résultats représentés par la Figure IV.7 et la Figure IV.8. 

Ces deux figures montrent bien que le modèle de Droop permet une très bonne reproduction 

des données expérimentales. Cette approche de modélisation permet de plus la détermination 

et l’évaluation de certains paramètres compliqués à déterminer de façon analytique : 1) le taux 

de croissance instantané; 2) le taux d’absorption des nutriments et 3) le ratio du carbone sur 

l’élément limitant. Ils se comportent de la même manière que ce soit pour l’expérience limitée 

en nitrate ou celle limitée en phosphate. 
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Figure IV.6 : Résultats du modèle de Droop ajusté aux données expérimentales de l’expérience 

limitée en phosphate pour PML B92/11. Valeur QmaxP déduite de la diminution en POP par cellule  

(voir Tableau IV.5). 

 

Le  taux de croissance instantané (Figure IV.7B et Figure IV.8B), de par sa relation avec le 

quota cellulaire (équation IV-6), suit le profil de la courbe du quota cellulaire particulaire de 

l’élément limitant (Figure IV.7D et Figure IV.8D). Tout comme le quota cellulaire, celui-ci décroît 

fortement au moment où le nutriment limitant se retrouve épuisé dans le milieu, entre les jours 

4 et 5 pour les deux limitations : nitrate et phosphate. Il atteint ensuite une valeur de zéro vers 

le jour 6 lorsque la culture atteint elle-même la phase stationnaire (Figure IV.7A et Figure IV.8A),  

et où le quota se stabilise. Le taux d’absorption du nitrate ou du phosphate (Figure IV.7E et 

Figure IV.8E), relié à la concentration externe de l’élément limitant par l’équation IV-5, suit 

parfaitement le profil de cette concentration (Figure IV.7C et Figure IV.8C). Nous pouvons en 

effet observer une chute drastique de ce taux au jour 4 pour atteindre un taux d’absorption nul 

entre le jour 4 et 5 lorsque l’élément limitant est totalement épuisé. Les rapports C/N et C/P 
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(Figure IV.7F et Figure IV.8F), qui selon Redfield (1963) devrait se trouver à 6.625 et 106 

respectivement dans un état non limité, sont initialement entre 6 et 7 pour C/N et entre 80 et 

90 pour C/P. Ces rapports sont constants pendant la phase de latence de l’expérience et 

augmentent progressivement à partir du jour 4. Cette augmentation est contrôlée par la 

diminution simultanée du quota de l’élément limitant dans la cellule qui commence à se 

stabiliser au jour 6 et qui par conséquent amène les rapports à se stabiliser à la fin de 

l’expérience à des valeurs de 25 pour le rapport C/N et environ 350 pour le rapport C/P. 

 

 

Figure IV.7 : Résultats du modèle de Droop ajusté aux données expérimentales de l’expérience 

limitée en phosphate pour PML B92/11. Valeur QmaxP fixée avec les tests pour reproduire les 

données (voir Tableau IV.5). 
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De plus, nous pouvons remarquer que la valeur initiale du taux de croissance avant la 

limitation (et donc dans la phase exponentielle de croissance), qui est d’environ 1.3 j-1 pour 

l’expérience limitée en nitrate et 1.4 j-1 pour celle limitée en phosphate, se rapproche des 

valeurs connues expérimentalement des expériences contrôlées : 1.34 j-1 pour l’expérience dite 

« contrôle en PO4 » et 1.19 j-1 pour celle dite « contrôle en NO3 ». Cependant il est important de 

noter que, dans ce modèle, c’est le taux de croissance instantané qui varie dans le temps et qui 

diminue lorsque la culture devient limitée en nutriments. 

 

 

 

Figure IV.8 : Résultats du modèle de Droop ajusté aux données expérimentales de l’expérience 

limitée en nitrate pour PML B92/11.  
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5.2.2 Modèle appliqué aux cultures RCC911 

Les simulations avec les données expérimentales des cultures RCC911 donnent des 

résultats assez similaires que ceux reportés pour PML B92/11 et cette similitude est plus 

évidente pour les profils des différentes variables en fonction du temps des expériences faites 

en conditions de forte lumière. Nous pouvons rappeler qu’il n’y a que deux points de mesures 

pour la concentration externe et dissoute de l’élément limitant ce qui laisse le modèle un peu 

plus libre entre ces deux points que pour les cultures PML B92/11. Cependant les données de 

densité cellulaire régulières permettent de garder un certain contrôle sur le profil de la courbe 

entre le début et la fin de l’expérience.  

 

 

Figure IV.9 : Résultats du modèle de Droop ajusté aux données expérimentales de l’expérience 

limitée en phosphate et en conditions de forte lumière pour RCC911 : HL-LP. 

 

Si nous regardons tout d’abord les résultats des expériences en conditions de forte lumière 

et simulés par le modèle de Droop (Figure IV.9 et Figure IV.10), les mêmes observations que 
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pour PML B92/11 peuvent être faites. Pour résumer, le taux de croissance (Figure IV.9A et 

Figure IV.10A) suit l’évolution du quota cellulaire (Figure IV.9D et Figure IV.10D) dont il dépend 

alors que ce dernier contrôle l’évolution du rapport C/N ou C/P selon l’élément limitant (Figure 

IV.9F et Figure IV.10F). Ces trois variables quittent leur état constant initial au moment de 

l’épuisement du nutriment limitant dans le milieu : ici, un peu avant le jour 6. Elles atteignent 

ensuite une valeur nulle pour le taux de croissance, un minimum pour le quota cellulaire et un 

maximum pour le rapport cellulaire environ au jour 8 lorsque la croissance cellulaire atteint la 

phase stationnaire. Le taux d’absorption de l’élément limitant (Figure IV.9E et Figure IV.10E), 

par ailleurs, est nul lorsque ce dernier est épuisé dans le milieu. Comme pour les cultures PML 

B92/11, nous pouvons remarquer que la valeur du taux de croissance instantané initial (Figure 

IV.9 et Figure IV.10B) aux alentours de 0.95 et 1.2 j-1 pour l’expérience limitée en nitrate et celle 

limitée en phosphate respectivement, qui reste constante jusqu’à l’épuisement du nitrate dans 

le milieu, coïncide assez bien avec la valeur du taux de croissance de l’expérience en forte 

lumière et non limitée : 0.91 j-1. 

 

Les expériences en faible lumière ont, notamment pour l’expérience limitée en nitrate 

(Figure IV.12), un comportement similaire. L’expérience limitée en phosphate (Figure IV.11) a 

été plus compliquée à reproduire de par sa courbe de croissance non commune n’atteignant 

pas de phase stationnaire malgré une limitation des cellules réelle par le phosphate, mise en 

évidence dans le chapitre III. 

Pour ce qui est du résultat du modèle sur les données expérimentales de l’expérience 

limitée en phosphate en conditions de faible lumière (Figure IV.11), comme rappelé 

précédemment, la phase stationnaire de l’expérience n’a pas été atteinte par les cellules alors 

que celles-ci ont montré les signes d’une limitation en phosphate. Grâce aux analyses de PO4 

dissous dans le milieu, aux analyses de POP à la fin de l’expérience et à la taille des cellules ou 

coccosphères, il a été montré dans le chapitre III que les cellules répondent aux caractéristiques 

d’une limitation en phosphate. Celles-ci ont un quota cellulaire de POP plus faible et par 

déduction, une acquisition du phosphate certainement plus efficace comparé aux cellules en 

conditions de forte lumière et limitée en phosphate. Si nous nous concentrons sur l’approche de 

modélisation réalisée sur cette expérience dont les résultats sont présentés dans la Figure IV.11, 

nous notons qu’il a été difficile de reproduire les données de concentration en phosphate 

(Figure IV.11C) à la fin de l’expérience et la phase constante du quota cellulaire normalement 

observée et forcée par le point de donnée au jour 4 (Figure IV.11D).  
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Figure IV.10 : Résultats du modèle de Droop ajusté aux données expérimentales de l’expérience 

limitée en nitrate et en conditions de forte lumière pour RCC911 : HL-LN. 

 

Ce que nous pouvons remarquer est que le taux de croissance chute directement (Figure 

IV.11B) tout comme le quota cellulaire de phosphate (Figure IV.11D) et le taux d’absorption du 

phosphate (Figure IV.11E), alors que le rapport cellulaire C/P augmente sans la phase constante 

initiale observée dans les expériences précédentes (Figure IV.11F). Comme la densité cellulaire 

semble rester dans la phase exponentielle (Figure IV.11A), ces quatres variables auraient dû 

rester stables tout au long de l’expérience. Cependant la valeur du quota cellulaire minimum 

semble forcer le modèle à diminuer le quota cellulaire aussi drastiquement dès le début de 

l’expérience, par conséquent à diminuer l’absorption de phosphate par la cellule et à augmenter 

le rapport C/P. La concentration externe en phosphate dissous dans le milieu (Figure IV.11C) 

n’atteint pas la faible valeur de phosphate mesurée à la fin de l’expérience mais arrive à une 

valeur minimale d’environ 0.14 µmol.L-1. De même, nous pouvons noter que le taux 
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d’absorption de phosphate n’atteint pas zéro comme pour les autres expériences de limitation 

(Figure IV.11E). Ces deux dernières observations sont expliquées par le lien étroit qu’à la 

concentration de l’élément limitant avec la densité cellulaire (équation IV-8), qui reste 

exponentielle et qui ne se stabilise pas comme généralement, et par le lien entre l’absorption 

du nutriment limitant et sa concentration externe dans le milieu (équation IV-5). Le modèle 

suggère donc que, s’il y a encore une augmentation du nombre de cellules dans le milieu, c’est 

car le phosphate dissous n’a pas encore entièrement été consommé. D’un point de vue 

analytique, il est impossible de reproduire cette augmentation du nombre de cellules tout en 

atteignant une concentration en phosphate externe finale et une absorption de phosphate 

quasiment nulle. 

 

 

Figure IV.11 : Résultats du modèle de Droop ajusté aux données expérimentales de l’expérience 

limitée en phosphate et en conditions de faible lumière pour RCC911 : LL-LP. 
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Figure IV.12: Résultats du modèle de Droop ajusté aux données expérimentales de l’expérience 

limitée en nitrate et en conditions de faible lumière pour RCC911 : LL-LN. 

 

En ce qui concerne l’expérience limitée en nitrate et en conditions de faible lumière (Figure 

IV.12), nous pouvons voir les mêmes variations que pour les expériences précédentes (excepté 

l’expérience LL-LP): le taux de croissance (Figure IV.12B) et le quota cellulaire en azote (Figure 

IV.12D) commencent à diminuer un peu avant le jour 10 ce qui correspond à l’épuisement total 

du nitrate externe dissous dans le milieu (Figure IV.12C). Ces deux variables se stabilisent 

environ au jour 12 à une valeur nulle pour le taux de croissance et à un minium Qmin pour le 

quota cellulaire, lorsque les cellules arrêtent de se diviser et atteignent la phase stationnaire 

(Figure IV.12A) et lorsque le taux d’absorption du nitrate devient nul (Figure IV.12E). Le rapport 

C/N (Figure IV.12F) varie à l’inverse de ces deux variables et augmente à partir du jour 10 pour 

atteindre une valeur maximale aux alentours de 6 au jour 12. Le taux de croissance instantané 

et constant en début d’expérience se trouve à une valeur de 0.24 j-1 et peut être comparé au 
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taux de croissance global de l’expérience non limitée et en conditions de faible lumière définit 

expérimentalement à une valeur de 0.28 j-1.  

 

5.2.3 Résumé du comportement des cellules en conditions limitées  

 Grâce à ce modèle de Droop et aux données expérimentales qui permettent d’ajuster les 

paramètres physiologiques clés du modèle, nous pouvons ressortir un comportement global des 

cellules vis-à-vis d’une limitation en nutriment en combinant les différentes résultats des 

expériences décrites précédemment. Tout d’abord, nous notons que le taux de croissance 

dépend du quota cellulaire qui lui-même dépend de l’absorption en nutriment et du taux de 

croissance. L’absorption de l’élément limitant, reliée à la concentration externe de cet élément 

dans le milieu, contrôle le rapport du carbone sur l’élément limitant. 

Globalement, le taux de croissance, le quota cellulaire et le rapport du carbone sur l’élément 

limitant sont constants pendant la phase de latence de l’expérience et au début de la phase 

exponentielle. Leurs diminutions ou augmentations respectives seront engendrées par 

l’épuisement de l’élément limitant dans le milieu : diminution pour le taux de croissance et le 

quota cellulaire ; et augmentation du rapport carbone/élément limitant. Malgré l’épuisement 

de l’élément limitant et comme décrit par le modèle de Droop, les cellules continuent de croître 

car elles utilisent leurs réserves internes, ce qui justifie d’autant plus cette diminution du quota 

cellulaire et en parallèle une diminution du taux de croissance qui dépend directement de ce 

quota. Ces diminutions, ou augmentation pour le rapport carbone/élément limitant, seront 

stoppées par l’arrivée des cellules dans la phase stationnaire et conduit ces différentes variables 

à se stabiliser et à rester constantes jusqu’à la fin de l’expérience. Le taux de croissance atteint 

une valeur nulle, alors que le quota et le rapport cellulaire atteignent tous deux une valeur 

minimale et maximale respectivement. Dans le cas de l’absorption de l’élément limitant, celle-ci 

diminue en parallèle de la consommation de cet élément dans le milieu et atteint une valeur 

nulle qui restera constante jusqu’à la fin de l’expérience lorsque cet élément est totalement 

épuisé. 
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6. Paramètres physiologiques contraints par le modèle 

Ce travail de modèlisation réalisé grâce à la réalisation d’un modèle de Droop appliqué à 

différentes expériences en laboratoire testant la limitation en nutriment avait aussi pour but 

d’estimer des paramètres physiologiques relatifs à l’assimilation en nutriments. Ces paramètres 

ou traits physiologiques ont donc été contraints par le modèle de Droop pour l’espèce Emiliania 

huxleyi dans les conditions de cultures testées.   

 

6.1 Définition des traits et paramètres physiologiques 

Les traits peuvent être morphologiques, physiologiques, comportementaux et vitaux et 

définissent une fonction écologique particulière. Les fonctions écologiques étudiées avec ce 

type de traits sont : la reproduction, l’acquisition de ressources et l’évitement des prédateurs 

(Litchman and Klausmeier 2008). Les approches écologiques basées sur les traits permettent 

d’améliorer notre capacité à expliquer l’organisation des communautés phytoplanctoniques et 

des niches écologiques et à prédire leur réorganisation lors de changements globaux. 

Ecologiquement, les traits sont utilisés pour prédire la composition de communauté le long d’un 

gradient environnemental (Litchman and Klausmeier 2008). Les traits sont témoins d’aspects 

physiologiques, morphologiques et vitaux qui influencent le succès des espèces et leur bien-

être. Lavorel and Garnier 2002 distinguent les traits qui déterminent comment l’abondance d’un 

groupe va réagir à des conditions variables (traits de réponse) comme la température optimale 

de croissance et ceux qui affectent les cycles biogéochimiques « effect traits » comme par 

exemple l’efficacité d’export de carbone (qui n’est pas relié à un trait de réponse particulier) 

(Litchman et al., 2015) (Figure IV.13).  

 

 

 

Figure IV.13 : Cadre conceptuel de l‘effet de changements environnementaux sur la structure de 

communauté des plantes (ou biodiversité) et fonctionnement de l’écosystème. Figure prise dans 

Lavorel and Garnier (2002) où la réponse de structure de la communauté à des conditions 

environnementales est le résultat des traits de réponse des espèces. 
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Dans le présent travail d’étude sur les coccolithophoridés, seuls les traits physiologiques 

qui permettent de s’intéresser à l’acquisition des nutriments (besoin et assimilation des 

nutriments) sont étudiés.  

 

D’après Litchman and Klausmeier (2008), les traits physiologiques pour l’acquisition et 

l’utilisation des nutriments sont le taux d’absorption maximal Vmax, la constante de demi-

saturation pour l’absorption en nutriment KR, le taux de croissance maximal µmax et le quota 

cellulaire minimal Qmin.  

Dans cette étude, Qmin est définit expérimentalement et peut être estimé par le modèle 

parallèlement. Cependant si l’ajustement du modèle sur les données est correct alors la valeur 

du Qmin déterminée expérimentalement et celle estimée par le modèle seront quasiment 

similaires. Ce paramètre définit la capacité de stockage minimal en nutriments par la cellule 

lorsque le taux de croissance est égal à zéro (Litchman and Klausmeier 2008). Le paramètre Vmax 

est le taux d’efficacité maximale d’une cellule à absorber des nutriments (Litchman et al., 2007) 

et la constante de demi-saturation KR est la concentration en nutriment à la moitié du taux 

d’absorption maximum (voir Figure IV.14A) ou l’affinité de la cellule pour le nutriment limitant. 

Le taux de croissance maximal µmax comme sa définition l’indique est le taux de croissance 

maximal pouvant être atteint par l’espèce ou le groupe phytoplanctonique. La capacité d’un 

organisme à croître rapidement sera d’autant plus importante si ce taux est élevé. Sommer 

(1984) propose trois stratégies majeures d’acquisition des nutriments pour le phytoplancton : 

- les espèces « velocity-adapted » avec un Vmax et un µmax élevés qui utilisent des arrivées 

momentanées de nutriments et qui croîent rapidement. 

- les espèces « storage-adapted » avec un Vmax élevé mais un µmax faible  

- les espèces « affinity-adapted » avec un faible KR qui sont avantagées en conditions de 

limitation en nutriments. 

 

Contrairement à Litchman and Klausmeier (2008) (équation IV-12), l’équation du taux de 

croissance du modèle de Droop utilisée dans ce manuscrit (équation IV-6) est celle définie par 

Flynn (2008a) qui implique un paramètre inconnu supplémentaire KQR.  

Equation du taux de croissance de Litchman and Klausmeier (2008) : 

                                                                







 

Q

Qmin1                                                            (IV-12) 

Avec µ  le taux de croissance à un quota infini. 
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Figure IV.14 : Schéma de la relation existante entre le taux d’absorption et la concentration 

externe en nutriment (A) ; et le taux de croissance et le quota cellulaire en nutriment (B). Figure 

prise de Litchman and Klausmeier (2008). 

 

 

6.2 Paramètres estimés par le modèle de Droop  

Les meilleurs ajustements entre le modèle et les données expérimentales ont permis de 

définir les valeurs des inconnues, les paramètres physiologiques : le taux de croissance 

maximum µmax, la constante de demi-saturation pour l’absorption du nutriment KN/P, le taux 

d’absorption maximal normalisé à la surface de la cellule Vmax et le paramètre sans dimension 

KQN/P. Les valeurs obtenues pour les différentes expériences réalisées avec les souches d’E. 

huxleyi RCC911 et PML B92/11 sont présentées dans le Tableau IV.6. 

Les valeurs des paramètres obtenues sont assez similaires entre les deux types de cultures : 

RCC911 et PML B92/11 ; notamment pour le nitrate en HL. Ceci suggère une bonne cohérence 

du modèle appliqué aux données expérimentales. Cependant des différences pour le phosphate 

seront relevées. Si nous regardons les différentes valeurs obtenues pour les expériences 

limitées en nitrate tout d’abord, nous pouvons constater que VmaxN est quasiment équivalent 

A 

B 
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pour les deux types de cultures RCC911 et PML B92/11. Ce paramètre étant indicateur de 

l’efficacité d’une espèce à absorber un nutriment dans certaines conditions (Litchman et al., 

2007), il est cohérent de trouver des valeurs similaires pour des expériences réalisées avec des 

conditions de cultures assez proches (voir partie 3.1). 

Concernant les expériences RCC911 HL-LP et celles PML B92/11 LP, les valeurs de VmaxP et KQP 

sont quasiment les mêmes alors que la valeur de KP est très différente : 0.051 pour HL-LP et 

0.35.  La valeur de KP est donc plus grande que la valeur de KN pour les expériences RCC911 HL et 

RCC911 LL mais est plus petite que KN pour les expériences PML B92/11. Ceci suggèrerait que E. 

huxleyi aurait une plus grande affinité pour le nitrate plutôt que pour le phosphate pour RCC911 

et l’inverse pour PML B92/11, ce qui semblerait contradictoire pour une même espèce. Etant 

donnée l’ajustement des données de quota pour l’expérience PML B92/11 LP, l’estimation de ce 

paramètre peu étudié est plus robuste pour les expériences RCC911. Par conséquent, E. huxleyi 

aurait une meilleure affinité pour le nitrate plutôt que pour le phosphate. 

La valeur du paramètre KQR varie d’environ 1 pour les expériences en forte lumière et limitées 

en phosphate à 0.25 pour l’expérience HL-LN. Comme mentionné précédemment ceci ne 

correspond pas à la théorie de Flynn (2008a) comme quoi KQR se trouve au dessus de 3 pour le 

nitrate et inférieur à 0.3 pour le phosphate. Par le manque de littérature, il est difficile de dire si 

c’est un souci d’estimation du paramètre fait par Flynn (2008a) lui-même ou si une mauvaise 

estimation du paramètre par le modèle présenté ici. 

 

 

Tableau IV.6 : Résultats du meilleur ajustement entre le modèle et les données. Valeurs des 

quatres paramètres physiologiques estimées par le modèle et valeurs de la fonction de coût estimée 

quant à l’ajustement du modèle sur les données. R est le nutriment limitant (NO3 ou PO4). Résultats 

pour l’expérience LP, PML B92/11, correspondant à la Figure IV.7.  

Cultures Expériences VmaxR KR µmax KQR Coût 

  
µmol.cell

-1
.j

-1
 µmol.L

-1
 j

-1
 

  

PML B92/11 LN 1.456.10
-7

 0.35 1.3 0.39 43 

PML B92/11 LP 1.362.10
-8

 0.051 1.57 0.98 5.47 

RCC911 HL-LN 1.052.10
-7

 0.205 1.01 0.25 8.5 

RCC911 HL-LP 1.47.10
-8

 0.35 1.2 0.9 55 

RCC911 LL-LN 3.34.10
-8

 0.09 0.2 0.3 63 

RCC911 LL-LP 5.74.10
-10

 0.275 0.52 0.47 126 
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En regardant attentivement les valeurs trouvées entre les deux conditions de lumière pour 

les cultures RCC911, nous pouvons noter premièrement que bien évidemment le taux de 

croissance maximal est plus faible en conditions de faible lumière. Ceci est cohérent avec les 

résultats des taux de croissance des expériences contrôles décrites dans le chapitre III (0.91 j-1 et 

0.28 j-1 pour l’expérience en forte lumière et en faible lumière respectivement). De plus, nous 

pouvons relever les valeurs plus faibles pour VmaxR en conditions de faible lumière pour les deux 

nutriments limitants, ce qui montre que les cellules ont une efficacité d’absorption maximale de 

l’élément limitant moindre vis-à-vis d’une intensité lumineuse plus faible. Les valeurs de KR 

suggèrent qu’E. huxleyi à une plus grande affinité vis-à-vis du nitrate par rapport au phosphate. 

Cependant, l’estimation de ce paramètre ne semble pas avoir de variations dépendantes de la 

lumière. Ainsi l’efficacité d’absorption du nutriment limitant VmaxR est variable selon le 

nutriment considéré et selon la lumière appliquée alors que le paramètre témoin de l’affinité 

d’une espèce pour un nutriment KR ne varie pas avec la lumière mais seulement selon le 

nutriment limitant. Il sera important, par la suite, de conduire d’autres expériences pour étoffer 

ces premiers résultats, puisque qu’un simple modèle peut être utilisé pour estimer les 

paramètres physiologiques relatifs à l’assimilation des nutriments à partir de cultures en batch, 

plus rapides et moins coûteuses que les cultures en chemostat. 

 

 

6.3 Test de sensibilité des paramètres physiologiques 

Afin de tester la précision dans l’estimation des paramètres physiologiques, la sensibilité de 

chaque paramètre a été testée en étudiant son effet sur le coût total calculé avec l’équation IV-

10. Pour ce faire, le modèle a été fait tourner plusieurs dizaines de milliers de fois, en forçant la 

valeur d’un paramètre inconnu et en laissant les autres paramètres libres s’ajuster pour 

atteindre le meilleur coût. Cette procédure a été répétée pour une gamme de valeurs du 

paramètre inconnu, à des pas constants, et a permis d’obtenir des relations entre la valeur du 

paramètre inconnu et le meilleur coût. Ces relations, dans le cas le plus favorable, définissent 

des courbes caractérisées par un minimum du coût total et une dégradation (augmentation) du 

coût, lorsque la valeur du paramètre inconnu s’éloigne de la valeur optimale (Figure IV.15). Ces 

simulations ont été faites pour les quatres paramètres physiologiques. La Figure IV.15 nous 

montre les résultats obtenus avec l’expérience limitée en nitrate pour la culture avec la souche 

PML B92/11. Le même type de résultat a été observé pour les autres expériences mais ne sera 

pas présenté dans ce manuscrit. 
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Figure IV.15 : Tests de sensibilité des paramètres physiologiques pour l’expérience limitée en 

nitrate PML B92/11. Coût simulé en fonction de la constante de demi-saturation pour l’absorption 

de nitrate KN (A), du taux de croissance maximal µmax (B), du taux d’absorption pour le nitrate VmaxN 

(C) et du paramètre pour le nitrate KQN (D). 

 

Pour tous les paramètres sauf KR, cet exercice a donné un profil de la variabilité des 

paramètres en forme de U ou en tout cas avec un seul minimum (Figure IV.15B, C et D) 

correspondant à la valeur du paramètre au meilleur ajustement (Tableau IV.6). Ceci confirme 

que le modèle est disposé à trouver le meilleur coût total et donc les meilleurs paramètres 

physiologiques correspondant. Pour ce qui est du paramètre KR, le test de sensibilité du 

paramètre montre trois minimaux (Figure IV.15A) ce qui a quelque peu compliqué la procédure 

d’ajustement car trois résultats de KR différents donnaient des coûts très bas. Il a été alors 

décidé de comparer avec la littérature et de choisir lequel des trois minima se rapprochaient le 

plus de la réalité et de la littérature. Si nous nous intéressons au travail fait par Riegman et al. 

(2000), où des expériences en chemostats sur E. huxleyi ont permis de trouver une constante de 

demi-saturation pour l’absorption du nitrate entre 0.18 et 0.24 µmol.L-1, nous pouvons justifier 

le choix de rejeter directement le plus grand KN et d’utiliser préférentiellement le plus petit 

minimum de KN pour finalement obtenir les valeurs reportées dans le Tableau IV.6. Pour le 

phosphate, le même choix a été fait car Riegman et al. (2000) trouva des valeurs de KP assez 
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petites entre 0.10 and 0.47 µmol.L-1. Ce test de sensibilité montre que l’estimation des valeurs 

du taux d’absorption maximale, du taux de croissance maximal et du paramètre KQ est assez 

robuste comparée à celle des valeurs de KR. En effet, il existe une plus grande variabilité pour la 

constante de demi-saturation pour l’absorption des nutriments et par conséquent un choix 

réfléchit a du être fait afin d’utiliser la bonne estimation et de finaliser la procédure 

d’ajustement du modèle sur les données expérimentales. La partie suivante appuie notre choix 

et les résultats obtenus pour les différents paramètres en comparant avec la littérature. 

 

 

6.4 Comparaison des paramètres physiologiques avec la littérature 

De nombreuses études ont estimé le taux d’absorption maximal VmaxR et la constante de 

demi-saturation pour l’absorption du nutriment KR, spécialement pour l’absorption du nitrate, 

pour une variété d’espèces phytoplanctoniques. Les valeurs obtenues dans notre travail pour KN 

pour l’expérience HL-LN et les cultures PML B92/11 LN (Tableau IV.6) sont comparables avec 

celles reportées dans la littérature comme présentée dans la Figure IV.16. Dans les expériences 

faites en chemostat avec E. huxleyi par Riegman et al., (2000), des valeurs de KN ont été 

trouvées entre 0.18 and 0.24 µmol.L-1 et des valeurs de KP entre 0.10 and 0.47 µmol.L-1, alors 

que les valeurs estimées dans ce chapitre sont comprises entre 0.09 et 0.35 µmol.L-1 pour le 

nitrate et  0.051 et 0.275 µmol.L-1 pour le phosphate. De plus, ils ont relevé des valeurs de VmaxN 

de 7.4.10-6 µmol.cell-1.d-1 qui se trouvent assez proches des valeurs estimées de VmaxN pour PML 

B92/11 et pour RCC911 (Tableau IV.6).  

En comparant les paramètres physiologiques entre les organismes phytoplanctoniques, il 

est intéressant de regarder la relation entre ces paramètres et la taille de la cellule (Marañón et 

al., 2013) (voir Figure IV.16A et B). Marañón et al. (2013) a représenté Qmin et µmax en fonction 

de la taille de la cellule (voir Figure IV.16B pour Qmin en fonction du volume cellulaire ; R2=0.98 

et p-value < 10-5) pour différentes espèces de phytoplancton. Cette figure met en avant une 

capacité de stockage des nutriments plus élevée (Qmin plus élevé) pour les grandes diatomées et 

les dinoflagellés alors que les coccolithophoridés se retrouvent à avoir une capacité de stockage 

en nutriment intermédiaire parmi le groupe des petites diatomées (Marañón et al. (2013). La 

Figure IV.16 met en avant la relation entre VmaxN et la taille des cellules pour différents groupes 

phytoplanctoniques (R2=0.94  et p-value < 10-4) et est basée sur : les résultats de Litchman et al. 

(2007), qui ont utilisé une compilation d’une base de données ; ceux de Marañón et al. (2013), 

qui ont cultivé 22 espèces différentes ; et pour finir les résultats obtenus avec le modèle de 

Droop. Malgré les différentes procédures de détermination de VmaxN (simulée avec un modèle 



MODELISATION DE LA CROISSANCE DE CELLULES D’E.HUXLEYI 

 

143 
 

ou déterminée expérimentalement), toutes les valeurs pour les coccolithophoridés se 

retrouvent dans le même ordre de grandeur de valeurs. Les diatomées et les dinoflagellés 

dominent les valeurs élevées de VmaxN ce qui témoignent d’une capacité d’efficacité d’absorption 

du nitrate plus élevée que pour les autres groupes phytoplanctoniques. Les cyanobactéries 

dominent les valeurs les plus faibles de VmaxN et Qmin et démontrent ainsi que de par leurs 

petites tailles, elles ont une capacité faible à absorber le nitrate et à le stocker. Nous pouvons 

noter que les coccolithophoridés ont une capacité à absorber le nitrate et à le stocker 

intermédiaire considérant des groupes phytoplanctoniques allant des diatomées aux 

cyanobactéries en passant par les dinoflagellés et les chlorophytes ou autres algues vertes.  

 

 Litchman et al. (2007) ont trouvé une corrélation linéaire entre le taux d’absorption 

maximal et la constante de demi-saturation pour l’absorption du nitrate comme observé dans 

Collos et al. (2005) et mise en avant dans la  Figure IV.16C (R2=0.84 et p-value < 10-4). Nous 

pouvons voir dans cette figure que les coccolithophoridés et notamment E. huxleyi (espèce 

étudiée dans les expériences RCC911 et PML B92/11) ont un taux d’absorption VmaxN et une 

constante de demi-saturation KN pour l’absorption du nitrate assez faible par rapport aux autres 

groupes de phytoplancton. Cette corrélation montre que les groupes qui ont une forte capacité 

à absorber du nitrate efficacement (fort VmaxN) et donc de croître rapidement, ont par ailleurs 

une affinité faible vis-à-vis de ce nitrate (fort KN). Cette figure montre donc que les espèces 

phytoplanctoniques de grande taille comme les diatomées et les dinoflagellés ont des taux 

d’absorption du nitrate et une constante de demi-saturation pour l’absorption du nitrate plus 

élevés en comparaison avec le petit phytoplancton tels que les cyanobactéries ou les 

coccolithophoridés. Comme reporté par Cavender-Bares et al. (2001), les petites cellules 

phytoplanctoniques tels que les coccolithophoridés, les algues vertes ou les petites diatomées 

avec un KN assez faibles sont principalement trouvées dans les environnements moins riches en 

nutriments alors que les cellules plus grandes sont généralement plus abondantes dans les eaux 

riches en nutriments. Ceci rejoint le concept d’espèces « affinity-adapted » introduit par 

Sommer (1984) avantagées dans des environnement limitées en nutriments.  

 De plus, selon Marañón et al. (2013) les coccolithophoridés ont le taux de croissance 

maximum le plus élevé parmi les groupes de phytoplancton (voir Figure IV.16D) et une taille 

cellulaire intermédiaire. Les valeurs des paramètres physiologiques contraints avec le modèle de 

Droop sont cohérentes avec ces observations. Il est important de noter que Marañón et al. 

(2013) ont cultivé différentes espèces phytoplanctoniques et leur taux de croissance maximal 

correspond à celui calculé par la régression linéaire de la phase exponentielle de l’expérience 

non limitée ni en lumière ni en nutriments. Marañón et al. (2013) avance que cette 
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caractéristique d’avoir un taux de croissance élevé est liée à une conversion plus efficace des 

nutriments en biomasse. Ceci rejoint encore l’hypothèse que les coccolithophoridés peuvent 

vivre dans des environnements moins riches en nitrate comparés aux diatomées ou aux 

dinoflagellés, de par leur meilleure efficacité d’utilisation des nutriments. 

 

 
a
= résultats du modèle ; 

b
=analyses du laboratoire 

Figure IV.16 : Comparaison des paramètres physiologiques avec la littérature. A) Taux d’absorption 

maximal pour le nitrate normalisé à la surface VmaxN en fonction du volume cellulaire. Données de 

Marañón et al. (2013) en noir, celles de Litchman et al. (2007) en rouge et les résultats du modèle de 

Droop pour les expériences limitées en nitrate des cultures RCC911 et PML B92/11 ; B) Quota 

cellulaire minimum Qmin pour le nitrate en fonction du volume cellulaire. Données de Marañón et al. 

(2013) et résultats du modèle de Droop et des analyses pour les deux souches présentées dans ce 

travail ; C) VmaxN en fonction de la constante de demi-saturation pour l’absorption du nitrate KN. 

Données de Litchman et al. (2007) et les résultats du modèle de Droop. D) Taux de croissance 

maximal µmax en fonction du volume de la cellule. Données de Marañón et al. (2013) et résultats du 

modèle de Droop. La ligne solide est la régression linéaire. 
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7. Conclusion 

Le but de ce chapitre a été, après avoir comparé les deux modèles de Monod et Droop, 

d’utiliser le modèle de Droop pour simuler les expériences de cultures batch avec la souche d’E. 

huxleyi RCC911 et les expériences avec la souche d’E. huxleyi PML B92/11 et tirer le maximum 

d’informations physiologiques d’une culture faite en batch. 

Contrairement au modèle de Monod, le modèle de Droop a clairement montré qu’il était 

apte à reproduire de façon très satisfaisante les données expérimentales d’une croissance de 

cellules en système batch, en limitation en nutriments. Cette particularité physiologique des 

microalgues à utiliser leurs réserves internes en nutriments est, en effet, reproduite avec un 

modèle physiologique de Droop et est décrite par Bernard (2011) et Lomas and Glibert (2000). Il 

est important de préciser que cette approche de modélisation permet d’avoir accès aux 

variations de variables physiologiques telles que le taux de croissance instantanée, le quota 

cellulaire ou encore l’absorption de l’élément limitant, au cours de l’expérience, seulement à 

partir de quelques données expérimentales. Ces variables sont quantifiables à partir des 

cultures mais nécessiteraient un nombre d’échantillons beaucoup plus important pour le quota 

cellulaire et des comptages beaucoup plus nombreux (plusieurs fois par jour) pour avoir un taux 

de croissance instantané avec une telle précision. 

 

Un des objectifs de ce travail a été de faire une estimation des paramètres physiologiques 

décrits par le modèle de Droop et de les comparer avec le peu de littérature existante à ce jour 

dans ce domaine pour les microalgues. Litchman and Klausmeier (2008) reportent un intérêt 

récent pour cette approche des traits en écologie car ils permettent une meilleure 

compréhension de l’organisation des communautés écologiques et une meilleure prédiction de 

leur réorganisation contrainte par le changement global. En cultures, ces paramètres 

physiologiques relatifs à l’acquisition de ressources sont peu estimés pour les 

coccolithophoridés, et donc peu pour E. huxleyi malgré quelques exceptions comme le travail de 

Marañón et al. (2013) ou le travail de Riegman et al. (2000). Ces travaux nous ont, en grande 

partie, permis une étude comparative des valeurs estimées par le modèle dans cette thèse. 

Cependant aucune de ces deux études n’a mesuré la globalité des paramètres physiologiques 

que nous décrivons dans ce chapitre, c’est pourquoi une approche par un modèle très simple de 

Droop permet de tous les définir pour une espèce donnée comme réalisé par Litchman et al. 

(2007) ou bien évidemment dans le travail présenté dans ce chapitre malgré les améliorations à 

apporter à l’estimation des paramètres KR et KQR. 
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L’étude des paramètres physiologiques des coccolithophoridés les placent dans un groupe 

intermédiaire, entre les diatomées et les dinoflagellés d’un côté et les cyanobactéries de l’autre, 

qui peut aussi croître dans un environnement limité en nutriments. Gregg and Casey (2007) 

suggère que, parmi les conditions idéales pour la croissance des coccolithophoridés, un 

environnement pauvre en nutriments avec, en parallèle, une inhibition de la croissance des 

diatomées et des chlorophycées est un environnement avantageux. Cependant il précise que 

cela nécessite un mélange vertical suffisant pour éviter la sédimentation des cellules de 

coccolithophoridés qui ont un taux de sédimentation plus élevé que les autres groupes de 

phytoplancton. Malgré cette suggestion, l’espèce E. huxleyi est souvent décrite comme étant de 

stratégie-r et observée faisant de larges efflorescences dans des régions eutrophiques de 

l’océan.  

 

Une question importante que nous pouvons alors nous poser est : dans quel contexte 

pouvons-nous observer E. huxleyi dans ces conditions oligotrophes et comment les cellules se 

comportent physiologiquement dans cet environnement? 

Cette question nous a ainsi amené à étudier la niche profonde de coccolithophoridés 

observée entre autre à 170 m de profondeur au milieu du gyre du Pacifique-Sud décrit pendant 

la campagne BIOSOPE. Cette étude exploratoire, combinant des relations entre paramètres 

physiologiques, base de données et données in situ, est exposée dans le chapitre suivant. 
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Un des objectifs les plus importants dans l’étude des coccolithophoridés est d’améliorer la 

compréhension de la réponse physiologique de ce groupe primordial aux changements 

environnementaux, et donc de contribuer à une meilleure connaissance des niveaux trophiques 

supérieurs. Dans ce contexte, les études faites en laboratoire et/ou par l’outil de modélisation 

permettent de mieux comprendre les phénomènes biologiques observés en milieu naturel.  

Ce chapitre permet de s’intéresser à un cas d’étude in situ précis et contribue ainsi, dans le 

cadre de cette thèse, à la compréhension de la croissance d’Emiliania huxleyi en conditions 

oligotrophes et à faible intensité lumineuse. Pour ce faire et comme mentionné dans les deux 

premiers chapitres de ce manuscrit, le gyre Pacifique-Sud, où la campagne BIOSOPE a été 

réalisée, est un cas d’étude idéal de par la présence d’une niche profonde de coccolithophoridés 

à des profondeurs faiblement illuminées et caractérisées par des eaux pauvres en nutriments.  

Le modèle introduit dans le chapitre précédent ne considère pas l’influence de la lumière ni 

celle de la température sur le taux de croissance mais ne prend en compte que le quota 

cellulaire de l’élément limitant. Dans ce chapitre est ainsi considéré, en plus de l’effet des 

nutriments (plus précisément des nitrates), l’effet de l’irradiance et de la température sur le 

taux de croissance.  

Une première partie introduira succinctement les objectifs de la campagne BIOSOPE et fera 

un résumé des conditions physico-chimiques et biologiques le long du transect. Dans une 

deuxième partie, le potentiel de croissance d’E. huxleyi sera estimé à la station GYR du transect 

BIOSOPE, grâce à la combinaison de données in situ et des paramètres physiologiques définis 

dans le chapitre précédent. Ce travail fait parti de l’article publié dans le journal Biogeosciences 

et se trouvant en annexe 4. Une troisième partie s’intéressera au transect BIOSOPE dans sa 

totalité afin d’estimer ce même taux de croissance in situ et le taux de calcification potentiel qui 

en découle. Cette dernière partie sera présentée sous la forme d’un article en préparation.   
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1. Qu’est ce que BIOSOPE?  

1.1 Objectifs de la campagne et caractéristiques du Gyre Pacifique-Sud 

La campagne BIOSOPE - BIogeochemistry and Optics SOuth Pacific Experiment - a été 

réalisée pendant l’été austral 2004 le long d’un transect traversant le Gyre Pacifique-Sud 

d’ouest en est sur environ 8000 km, des îles Marquises à la zone d’upwelling du Pérou-Chili 

(Figure V.1A).  

 

 

 

 

Figure V.1 : Transect de la campagne BIOSOPE à travers le gyre Pacifique-Sud. (A) Image annuelle 

composite de chlorophylle-a dérivée de SeaWiFS pour l’année 2000. (B) Transect de la campagne 

BIOSOPE superposé à une image composite SeaWiFS de chlorophylle-a dans la couche supérieure de 

Novembre à Décembre 2004. Les six stations « longues » (plus de 2 jours) sont indiquées en lettres 

et les 21 stations courtes sont indiquées par la lettre A (tôt le matin) ou B (vers midi) et leurs 

numéros. Figures prises de Claustre et al. (2008). 

A 

B 
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Le but de cette expédition était d’étudier les propriétés biologiques, biogéochimiques et 

bio-optiques de différents régimes trophiques : la zone eutrophique associée à l’upwelling de la 

côte Chilienne, la zone mésotrophique associée aux îles Marquises dans les eaux HNLC (High 

Nutrient Low Chlorophyll) de la région subéquatoriale et la zone oligotrophe se trouvant au 

centre du Gyre Pacifique-Sud (Figure V.1). Cette campagne a eu lieu entre octobre et décembre 

2004. Des prélèvements biologiques et des mesures physico-chimiques ont été effectuées dans 

six stations de longue durée (plus de 2 jours sur place) et 21 stations courtes (tôt le matin ou 

vers le midi), comme présenté sur la Figure V.1B. Les résultats de cette campagne sont 

présentés dans une issue spéciale9 du journal Biogeosciences publiée en 2008 où pas moins de 

31 articles ont été dédiés à cette expédition et classés selon trois grands domaines d’étude : la 

biologie et biodiversité ; la biogéochimie ; et l’optique et bio-optique. 

D’après Claustre et al. (2008), cette région était, avant la campagne BIOSOPE, la région 

océanique la moins échantillonnée de l’océan global d’un point de vue hydrodynamique (Leth et 

al., 2004) et biogéochimique (Daneri and Quinones, 2001). Ce gyre étant le plus oligotrophe de 

tous les gyres subtropicaux de l’océan mondial (Claustre et al., 2008b; Claustre and Maritorena, 

2003) son étude en est d’autant plus importante pour la compréhension de tels écosystèmes. 

Au centre de ce gyre, plus précisément à la station GYR, la concentration en chlorophylle a de 

surface atteint les valeurs les plus faibles de l’océan ouvert (Figure V.1A) avec une moyenne 

annuelle de 0.019 mg Chl-a.m-3 (Claustre et al., 2008b). Ceci confirme le fait que  cette région de 

l’océan soit caractérisée par des eaux très claires avec une pénétration profonde des radiations 

dans le visible et l’ultraviolet (Morel et al., 2007). Au même endroit, la pycnocline se situe à une 

profondeur supérieure à 200 m, valeur la plus élevée encore jamais relevée avant cette 

expédition (Claustre et al., 2008b). Cette couche d’eau, étant  définie comme la couche d’eau où 

il y a un fort gradient vertical de densité, est notamment à l’origine de la stratification des eaux 

de ce gyre Pacifique-Sud (Claustre et al., 2008a). A la station GYR, à une profondeur similaire, 

entre 160 et 200 m, la nitracline et la phosphacline (voir Figure V.2A et B) ont été observées, 

tout comme le maximum de chlorophylle a (appelé ensuite DCM pour « Deep Chlorophyll 

Maximum ») (voir Figure V.2C). Dans ces eaux extrêmement claires et stratifiées, une faible 

diffusion verticale en nutriments ne permet de soutenir qu’une très faible production 

phototrophe dans les couches de surface. En plus de ce faible flux en nutriments par les eaux 

profondes, l’apport atmosphérique en fer est très limité de par le manque de source de 

poussières riches en fer dans l’hémisphère sud. Le Gyre Pacifique-Sud est décrit par Claustre et 

al. (2008b) comme étant la région océanique recevant les plus faibles flux verticaux en 

                                                           
9
 Site web : http://www.obs-vlfr.fr/proof/php/bio/bg_BIOSOPE_final.pdf 

http://www.obs-vlfr.fr/proof/php/bio/bg_BIOSOPE_final.pdf
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nutriments (voir la Figure V.2A et la Figure V.2B pour la concentration en nitrate et phosphate) 

ainsi que les flux les plus faibles en fer provenant de l’atmosphère. 

 

1.2 Intérêt de la campagne BIOSOPE dans le cadre de cette thèse 

Lors de la campagne BIOSOPE, et parmi les nombreuses études sur les populations 

phytoplanctoniques faites le long du transect, les coccolithophoridés ont été étudiés par 

Beaufort et al. (2008). Les caractéristiques particulières en nutriments et lumière associées à 

cette niche profonde de coccolithophoridés au centre de ce gyre en font un cas d’étude idéal 

pour mieux comprendre comment l’espèce E. huxleyi croît dans de telles conditions 

environnementales. Les assemblages de coccolithophoridés au centre de ce gyre Pacifique-Sud 

sont caractérisés par la présence d’espèces appartenant à la famille des Noëlaerhabdaceae ; 

c'est-à-dire E. huxleyi en co-dominance avec Gephyrocapsa sp. et Reticulofenestra sp. à la limite 

inférieure de la zone photique, à environ 150-200 m au milieu du gyre Pacifique-Sud (Beaufort 

et al. 2008).  

Comme visible sur la Figure V.2C, le maximum d’abondance de coccosphères (en cellules 

par mL) se trouve au sein de la DCM et juste au dessus des isoclines du nitrate et du phosphate. 

Au centre du gyre Pacifique-Sud et au sein de cette niche profonde de coccolithophoridés, 

l’intensité lumineuse est très faible et avoisine des valeurs inférieures à 20 µmol photons.m-2.s-1 

(Claustre et al., 2008b), calculée avec les coefficients d'atténuation disponibles dans la base de 

données BIOSOPE (voir détail du calcul dans la section 2.1.3). Claustre et al. (2008b) reportent 

qu’aucune source d’azote inorganique n’est à priori disponible dans les 150 premiers mètres de 

la colonne d’eau, avec des concentrations en nitrate inférieure à 3 nmol.L-1, mais que le 

phosphate est, quant à lui, toujours présent à des concentrations significatives, environ 0.1 

µmol.L-1 (Raimbault and Garcia, 2008). Moutin et al. (2008) avancent donc que le phosphate 

n’est apparemment pas le nutriment limitant pour le phytoplancton le long du transect 

BIOSOPE. De plus, l’azote régénéré (nitrite et ammonium) est détecté seulement en quantités 

traces (<20 nmol.L-1) au milieu de cette zone oligotrophe, même dans le maximum de 

subsurface (Raimbault et al., 2008). Un maximum très faible et étroit avec des concentrations 

traces d’ammonium (0.010 µmol.L-1) a été détecté autour de 180 m à la station GYR, plus ou 

moins associé avec le faible maximum de concentration en nitrite (Raimbault et al., 2008). La 

distribution de l’azote inorganique, mesuré pendant la campagne, a été reportée uniforme par 

Raimbault et al. (2008) dans la zone photique sur la colonne d’eau à la station GYR et aucun 

maxima de subsurface n’a été observé. 
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Figure V.2 : Caractéristiques nutritives et d’abondance en coccolithophoridés le long du transect 

BIOSOPE. (A) Concentration en nitrate, (B) en phosphate en µmol.L-1 et (C) concentration en 

chlorophylle a et maximum en biomasse et en abondance de coccosphères et coccolithes. Figures A 

et B prises de Claustre et al. (2008b) et figure C prise de Beaufort et al. (2008). 

 

A la suite de cette description et concernant les nutriments étudiés dans la campagne 

BIOSOPE, notamment au centre de ce gyre, les parties suivantes s’intéresseront exclusivement à 

l’étude de l’effet du nitrate sur E. huxleyi dans ce transect BIOSOPE. L’objectif de ce chapitre est 

donc d’étudier le comportement métabolique d’E. huxleyi dans ce gyre Pacifique-Sud en 

focalisant notre intérêt, dans une première partie, sur les conditions en nitrate et les conditions 

[P
O

4]
 e

n
 µ

m
o

l.
L-1

 
[N

O
3]

 e
n

 µ
m

o
l.

L-1
 

A 

B 

C 



 

CHAPITRE V 

156 
 

d’intensité lumineuse, puis dans une deuxième partie en ajoutant les conditions en température 

et du système du carbone inorganique dissous.  

 

2. Croissance potentielle d’E. huxleyi à la station GYR  

L’objectif de cette partie est d’estimer le taux de croissance potentiel de l’espèce E. huxleyi 

sur un profil vertical à la station GYR (114.01° W, 26.06° S) du transect BIOSOPE, qui correspond 

à la position centrale du gyre, ou les conditions d’oligotrophie et de stratification sont les plus 

extrêmes (Claustre et al., 2008b). Pour parvenir à cet objectif, nous avons utilisé les paramètres 

physiologiques de l’expérience HL « forte lumière » et LN « limitée en nitrate » obtenus via le 

modèle de Droop (chapitre IV) appliqué aux expériences de cultures réalisées avec la souche 

RCC911 (chapitres I et III). De plus, la base de données de la campagne BIOSOPE10 a été utilisée 

pour fournir les données nécessaires telles que la concentration en nitrate ou encore le 

coefficient d’atténuation de la lumière lié à la profondeur. Le modèle de calcul du taux de 

croissance physiologique d’E. huxleyi présenté ci-dessous a donc été forcé avec les données in 

situ des trois facteurs environnementaux considérés comme affectant le taux de croissance : le 

nitrate, l’irradiance et la température. Nous parlerons, dans la suite de cette partie, de taux de 

croissance potentiel car plusieurs processus ne seront pas considérés : les processus de 

broutage par le zooplancton, de mortalité et de sédimentation verticale des cellules dans la 

colonne d’eau qui ont l’effet de diminuer le taux de croissance in situ ; les processus de 

transport océanique qui redistribuent les cellules dans l’espace et contribuent à définir, avec les 

processus biologiques cités ci-dessus, la distribution spatio-temporelle du phytoplancton. 

 

2.1 Méthode appliquée 

2.1.1 Base de données utilisée pour la paramétrisation  

Une base de données listant les données expérimentales de plusieurs expériences de 

cultures en laboratoire sur les coccolithophoridés a été initialement réalisée par Aloisi (2015). 

De cette base de données, seules les expériences conduites avec l’espèce E. huxleyi ont été 

utilisées dans ce chapitre. De plus, des filtres sur les conditions expérimentales ont été 

appliqués (voir Tableau V.1) et uniquement les expériences où les résultats tels que le taux de 

croissance et les taux métaboliques étaient disponibles ont été sélectionnées (voir annexe 3). 

Les filtres ont donc été appliqués aux différentes conditions expérimentales, exception faite 

pour le paramètre étudié et utile pour la paramétrisation. En effet, dans cette partie, cette base 

                                                           
10

 Site web de la base de données: http://www.obs-vlfr.fr/proof/vt/op/ec/biosope/bio.htm 

http://www.obs-vlfr.fr/proof/vt/op/ec/biosope/bio.htm
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de données a été utilisée afin de paramétrer les relations mathématiques reliant le taux de 

croissance aux trois variables environnementales citées précédemment, l’irradiance, la 

température et la concentration en nitrate. Le tableau en annexe 3 liste les expériences utilisées 

dans ce chapitre et permet de retrouver les références et les données expérimentales. 

 

 

Tableau V.1 : Filtres appliqués à la base de données des expériences de cultures sur E. huxleyi de 

Aloisi (2015). 

Catégories Filtres Application du filtre 

Organisme Emiliania huxleyi 

Sur toutes les données 

Type de cultures 
Chemostat ou Batch (seulement 
dans le cas de non-limitation en 

nutriment) 

Salinité 29.7-35 

Ca
2+

 9-10 mmol.kg
-1

 

pCO2 300-500 µatm 

Irradiance 150-300 µmol photons.m
-2

.s
-1

 
Filtres définissant les 

conditions optimales de 
croissance

a
 

Température 15°C 

NO3/PO4 
optimales (NO3 > 60 µM et PO4 > 

5µM) 

a
= deux de ces filtres sont appliqués pour isoler un jeu de données qui permet d’étudier l’effet de la troisième 

condition environnementale sur la croissance d’E. huxleyi. 

 

 

2.1.2 Calcul du taux de croissance potentiel 

Le modèle de Droop, introduit dans le chapitre IV, calcule le taux de croissance en fonction 

du quota cellulaire de l’élément limitant, il n’est donc pas directement fonction de la 

concentration de cet élément. Pour adapter ce calcul du taux de croissance potentiel au profil 

de la station GYR où les données de nitrate sont disponibles, il a fallu exprimer le quota 

cellulaire QN en équilibre avec la concentration de NO3. Pour ce faire, un système à trois 

équations de la théorie de Droop a été résolu. Les équations utilisées sont présentées dans la 

méthode du chapitre IV: l’équation de l’absorption en nutriment dépendant du temps Rup 

(équation IV-5), l’équation du taux de croissance µ dite nQuota (équation IV-6) et l’équation de 

la dérivée dans le temps du quota cellulaire interne de l’élément limitant QR (équation IV-9). 
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En considérant un état stationnaire où l’absorption de nitrate ambiant par la cellule est en 

d’équilibre avec son utilisation dans la cellule, et donc où la dérivée dans le temps du quota 

cellulaire d’azote est égale à zéro, le système peut être résolu pour exprimer le quota cellulaire 

QN en fonction de la concentration ambiante en nitrate: 

                                                                   CBAQN                                                                    (V-1) 

    
  min

max

max

1
12

1
NNN

NN

QµKQK
NKµKQ

A 


                                        (V-2) 

       NcellNN VSNQNµKQB max

min

max1                                                                 (V-3)  
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     (V-4) 

 

Le modèle introduit dans le chapitre précédent ne considère pas l’influence de la lumière 

sur le taux de croissance mais ne prend en compte que l’effet du quota cellulaire de l’élément 

limitant et donc indirectement de la concentration de cet élément. De par le gradient vertical 

d’irradiance à la station GYR, et sur tout le transect, la dépendance du taux de croissance (µ) vis-

à-vis doit être définie. Celle-ci a été déterminée en utilisant des données de taux de croissance 

et d’irradiances des expériences de Langer et al. (2013); Rokitta and Rost (2012); Rost et al. 

(2002); Trimborn et al. (2007) et de celles présentées dans le chapitre III (voir annexe 3). Ces 

expériences ont étés conduites à des cycles jour : nuit différents. Du moment que la durée de la 

période éclairée des expériences influence le taux de croissance sur les 24h, une correction a du 

être faite pour pouvoir comparer les taux de croissances obtenues avec des cycles jours : nuits 

différents. Pour ce faire, les taux de croissance ont été corrigés au cycle jour : nuit des 

expériences avec l’équation de Rost et al. (2002) et pour un cycle jour de 12h : 

 
  

5.0





rDL

DLµ
µi

                                                                                                                           (V-5) 

Avec µ le taux de croissance en j-1, L et D le nombre d’heures en jour et en nuit respectivement 

et r la perte de carbone dû à la respiration pendant la nuit (Laws and Bannister, 1980). 
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La relation entre le taux de croissance et l’irradiance a été représentée suivant l’équation de 

MacIntyre et al. (2002) (voir Figure V.3); et l’ajustement entre cette équation et les données a 

permis de définir le paramètre de saturation de la lumière pour la croissance KIrr en µmol 

photons.m-2.s-1 : 























 
IrrKIrr

eµµ 1max
                                                                                                                     (V-6)                                                                                                           

Où KIrr a été estimé ici à 154.7 µmol photons.m-2.s-1 avec un µmax de 1.27 j-1 comme étant le taux 

de croissance maximal pour E. huxleyi trouvé avec l’estimation des paramètres physiologiques 

de Langer et al. (2013) et corrigé au cycle jour:nuit 16:8h pour le ramener à un cycle jour de 

12h. 

 

 

Figure V.3 : Taux de croissance instantané en fonction de l’irradiance pour l’espèce E. huxleyi. Les 

points rouges représentent les données. La ligne verte est le résultat de l’équation IV-6 paramétrée 

comme expliqué dans le texte. 

 

Ainsi le taux de croissance peut être exprimé comme le taux de croissance maximal multiplié 

par deux termes (compris entre 0 et 1) : celui dépendant de la lumière et celui dépendant du 

quota cellulaire QN, qui correspond au terme de Droop (équation IV-6) paramétré avec 

l’expérience RCC911 en LL et LN (Tableau V.2): 
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Tableau V.2 : Valeurs des paramètres physiologiques estimés pour l’expérience RCC911 HL-LN.  

RCC911  HL-LN 

VmaxN (µmol.cell
-1

.j
-1) 1.05 x 10

-7
 

KN (µmol.L
-1

) 0.205 

KQN 0.25 

QN
min 

(fmol.cell
-1

) 33.6 

QN
max 

(fmol.cell
-1

) 129.1 

 

 

2.1.3 Données physico-chimiques utilisées pour le calcul du taux de 

croissance potentielle  

Les données de concentration en nitrate ont été utilisées et récupérées sur la base de 

données BIOSOPE auquel un accès nous a été fourni. Elles ont donc permis le calcul du quota QN 

sur la colonne d’eau 0 à 250 m avec l’équation V-1.  

Pour ce qui est de l’irradiance sur la verticale, les valeurs d’irradiance mesurées sont 

exprimées comme le PAR (« Photosynthetically active radiation ») normalisé à l’irradiance de 

surface. En utilisant le modèle présenté dans le chapitre II pour définir le cycle jour : nuit sur le 

transect, l’irradiance de surface a pu être calculée en intégrant le PAR sur une journée et en le 

moyennant sur 13h (nombre d’heures dans le cycle jour à la station GYR). Considérant une 

irradiance de surface d’environ 1274 µmol photons.m-2.s-1 correspondant à 100% du PAR, 

calculée en moyennant l’irradiance sur le cycle jour de BIOSOPE  en utilisant le modèle 

permettant de définir le cycle jour:nuit présenté dans le chapitre II, l’irradiance absolue a été 

recalculée à chaque station. La base de données, fournissant le coefficient d’atténuation 

seulement à quelques profondeurs sur les 117 premiers mètres de la colonne d’eau, il a fallu 

interpoler les valeurs d’irradiance en utilisant la loi de Beer-Lambert (équation V-8), jusqu’à la 

dernière donnée disponible. Après la profondeur de 117 m, l’irradiance a été extrapolée en 

considérant un coefficient d’atténuation constant de 0.025 m-1 jusqu’à 250 m (Claustre et al., 

2008). Pour ce faire, la loi de Beer-Lambert a été aussi utilisée :  

          
  od zzK

e


0I=I(z)                                                   (V-8) 

Avec I0 la lumière incidente à la surface en µmol photons.m-2.s-1, z la profondeur en mètre où la 

valeur de la lumière est désirée, z0 la profondeur d’arrivée de la lumière incidente et Kd le 

coefficient d’atténuation de la lumière en m-1. Cette loi relie l'atténuation de la lumière aux 
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propriétés du milieu qu'elle traverse et à l'épaisseur traversée. Dans ce cas, l’eau de mer est le 

milieu en question et la colonne d’eau z-z0 est l’épaisseur traversée par la lumière. 

Les valeurs d’irradiance sur tout le transect ont ensuite été interpolées sur Ocean Data View et 

ont été exportées tous les 20 mètres. 

Comme énoncé dans la partie précédente, le taux de croissance maximal utilisé est celui 

déterminé par l’estimation des paramètres physiologiques pour E. huxleyi dans le chapitre IV. Ce 

paramètre définissant les conditions de croissance optimale d’une espèce dans des conditions 

environnementales optimales (lumière optimale, nutriments non-limitants), le taux maximal 

estimé dans le chapitre précédent (en conditions de forte lumière) est le plus proche de la 

réalité. Ainsi ce paramètre a été fixé à 1.27 j-1 en le ramenant à un cycle jour de 12h. 

Les données de NO3 et d’irradiance ont été injectées dans le calcul de QN puis dans celui du taux 

de croissance potentiel d’E. huxleyi (équation V-7) sur la section verticale à la station GYR de la 

surface à 250 m de profondeur.  

 

2.2 Taux de croissance potentiel estimé pour E. huxleyi à la station GYR 

Les données de concentration en chlorophylle a et en nitrate, et d’irradiance sont 

représentées sur la Figure V.4A. Sur cette figure, nous pouvons observer que l’irradiance atteint 

des valeurs inférieures à 30 µmol photons.m-2.s-1 à partir de 150 m de profondeur, profondeur 

correspondant au début de la zone de DCM et de maximum de coccosphère par mL (représenté 

par la zone verte sur la Figure V.4). La concentration en chlorophylle a se trouve entre 0.023 mg 

Chl-a.m-3 à 5 m de profondeur, 0.21 mg Chl a.m-3 à 180 m et 0.08 mg Chl a.m-3 à 230 m. La 

concentration en chlorophylle de surface rejoint la concentration annuelle extrêmement faible 

reportée dans la partie 1.1 de ce chapitre de 0.019 mg Chl a.m-3 (Claustre et al., 2008b). En ce 

qui concerne la concentration en nitrate à la station GYR entre la surface et 250 m de 

profondeur, les concentrations restent nulles sur les 130 premiers mètres de la colonne d’eau 

puis commencent à augmenter pour atteindre une valeur détectable et mesurée à 160 m de 

0.049 µmol.L-1 qui augmente au moins jusqu’à 3.59 µmol.L-1 à 240 m (dernier point de mesures 

visible sur la Figure V.4). Concernant le maximum de coccosphère par mL, après avoir fait 

l’hypothèse que la présence de ces coccosphères à une telle profondeur pouvaient être le 

résultat de la sédimentation de cellules vivant dans la couche supérieure, Beaufort et al. (2008) 

avancent que cette hypothèse n’est pas valable sachant, entre autre, que : 1) le maximum de 

coccosphère et la DCM se trouvent au même endroit et 2) la production dans la couche 

supérieure est trop faible pour soutenir une telle quantité de coccosphères à la profondeur de 

la DCM. 
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Le taux de croissance potentiel estimé à partir des calculs réalisés comme décrits ci-dessus, 

est représenté sur la Figure V.4B et les valeurs calculées varient de 0 à la surface, à un maximum 

de 0.056 j-1 à 172m et de 0.012 j-1 à 250 m. Ce maximum de croissance correspond à un temps 

de génération de 12 jours, suggérant un taux de division extrêmement faible (0.08 division par 

jour) associé aux variations en irradiance et concentration de nitrate. Il est important de 

préciser que ce taux de croissance estimé n’est pas totalement exhaustif car il ne dépend ici que 

de la lumière et de la concentration en nitrate et ne prend pas en compte le broutage de la part 

du zooplancton et la mortalité cellulaire. Cependant l’ajout de ces deux processus importants 

diminuerait le taux de croissance global d’E. huxleyi ce qui le rendrait d’autant plus faible. Le 

maximum de taux de croissance potentiel et la concentration en nitrate correspondant à la 

constante de demi-saturation pour l’assimilation du nitrate, estimée pour l’expérience en 

culture HL-LN et contraint avec le modèle de Droop, tombe au sein de cette DCM. Ceci suggère 

que notre approche combinée de culture en laboratoire, de modélisation physiologique à 

l’échelle cellulaire et de forçage avec des données in situ fournit un outil cohérent et 

performant pour étudier les facteurs qui contrôlent la distribution d’E. huxleyi dans cette zone 

clé de l’océan global. 

 

La distribution verticale du nitrate dissous, de l’intensité lumineuse, de la concentration en 

chlorophylle a et du taux de croissance potentiel (sans mortalité) modélisé pour E. huxleyi 

supporte l’hypothèse d’une co-limitation nitrate et lumière dans cette niche profonde de 

coccolithophoridés (Figure V.4). Les cellules d’E. huxleyi seraient donc limitées par l’apport en 

nitrate en surface et limitées par la disponibilité en lumière en dessous de la DCM malgré une 

concentration en nitrate significative. Cependant il est important de noter que d’autres 

ressources nutritives inorganiques ou organiques pour E. huxleyi peuvent être disponibles pour 

les cellules et expliquer leur présence dans cette DCM. Si tel était le cas alors les profils 

verticaux des nutriments permettant la croissance d’E. huxleyi dans cet environnement 

suivraient exactement le même profil que celui des nitrates. E. huxleyi assimilera 

préférentiellement l’ammonium parmi les formes d’azote régénéré disponibles dans la colonne 

d’eau mais sa concentration, comme reportée dans la partie 1.2, est mesurée très faible par 

Raimbault et al. (2008) et donc ne semble pas être à l’origine de cette niche profonde. 

 Les résultats montrés dans la Figure V.4 sont en accord avec la théorie de Klausmeier and 

Litchman (2001), qui présentent un modèle numérique de compétition pour les nutriments et la 

lumière dans des eaux peu mélangées. Le but de leur étude est de mieux comprendre le 

dilemme souvent rencontré par le phytoplancton qui est de vivre dans des eaux où les gradients 
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de deux ressources essentielles  sont contrastés: la lumière et les nutriments. Pour ce faire, ils 

ont élaboré un modèle dont les équations mathématiques décrivent les profils verticaux de la 

biomasse phytoplanctonique, des nutriments et de la lumière. Les variations de biomasse ont 

été définies par trois processus : la croissance, la perte et le mouvement ; et le taux de 

croissance du phytoplancton comme une fonction de la ressource limitante, de forme 

Michaelis-Menten. Leur travail prédit de façon théorique trois scénarios possibles de répartition 

verticale de la biomasse phytoplanctonique selon les conditions en lumière et en nutriments 

(Figure V.5). Dans ce contexte, il est important de rappeler que le gyre Pacifique-Sud a été 

étudié en détail pour ces eaux extrêmement claires et stratifiés (Claustre et al., 2008a). 

 

     

Figure V.4 : Taux de croissance d’E. huxleyi simulé à la station GYR. La zone verte correspond au 

maximum d’abondance de coccosphères relevé par Beaufort et al. (2008) entre 120° W et 107° W. 

(A) Profil vertical de la concentration en nitrate et en chlorophylle a et de l’irradiance issue des 

données (étoiles noires) et extrapolée entre 117 m et 250 m en considérant un coefficient 

d’atténuation constant Kd (Kd=0.025 m-1 de  Claustre et al., 2008). La droite rouge en pointillés 

correspond à la valeur de KN estimée à partir du modèle de Droop et la ligne noire en pointillés est la 

profondeur à laquelle on observe cette concentration. (B) Profil vertical du taux de croissance simulé 

pour E. huxleyi en considérant seulement les variations en nitrate et lumière dans la colonne d’eau 

de la surface à 250 m. 
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Figure V.5 : Equilibre de distribution des nutriments et lumière, donné à trois profondeurs zl.       

(A) Croissance possible sous la couche limitée en nutriments car I > I*. (B) Croissance possible au-

dessus de la couche limitée en lumière car R > R*. (C) Une couche limitée de façon équivalente pour 

les nutriments et la lumière empêchera la croissance dans le reste de la colonne d’eau, cette 

profondeur est nommée la profondeur de stratégie évolutive stable. R* : minimum de concentration 

pour le nutriment R, I* : niveau minimum de lumière,  zb : profondeur de la colonne d’eau, Iin : 

lumière atteignant la surface de l’eau, Rin : concentration du nutriment sur les sédiments. Figure 

prise dans Klausmeier and Litchman (2001). 

 

Ces trois scénarios sont représentés par la Figure V.5 qui est issue de la publication citée 

précédemment : (1) un bloom de biomasse phytoplanctonique en surface si les nutriments 

remontent assez haut dans la colonne d’eau, (2) une communauté benthique si la lumière 

pénètrent assez profondément et (3) une fine couche de biomasse phytoplanctonique si les 

nutriments sont en quantité suffisante dans des eaux profondes de la colonne d’eau, cette 

profondeur correspond à la DCM. Ils définissent une profondeur de stratégie d’évolution stable 

qui se trouve être une profondeur à laquelle la biomasse est limitée de façon équivalente par la 

lumière et les nutriments et qui restreint la croissance phytoplanctonique dans le reste de la 

colonne d’eau. De nombreux processus affectant la distribution verticale de la biomasse n’ont 

pas été pris en compte dans ce modèle comme la distribution en oxygène, la photoinhibition, 

les turbulences verticales ou encore les apports en nutriments autres que verticaux. De plus, ce 

modèle considère une lumière incidente constante à la surface de l’océan et ne prend en 

A) Limité en nutriment R : 
pas assez profond 

B) Limité en lumière I : 
trop profond 

C) Limité en nutriment 
et lumière 
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compte que la lumière et les nutriments comme limitation potentielle de la croissance 

phytoplanctonique. Malgré ces limitations évidentes du modèle réalisé par Klausmeier and 

Litchman (2001), notre travail montre que leur théorie explique bien les observations in situ 

dans le transect BIOSOPE et permet de mieux comprendre la formation de la DCM dans l’océan. 

Nous avons donc pu, avec notre approche, valider de façon indépendante le modèle de 

Klausmeier and Litchman (2001), avec des données biologiques et un fort lien avec une situation 

réelle. 

 La détermination des taux de croissance in situ du phytoplancton dans les eaux naturelles 

n’est pas vraiment répandue et semble complètement inconnue pour l’espèce Emiliania huxleyi. 

Ce manque de données peut être due, en partie, à la complexité inhérente aux mesures de taux 

de croissance in situ (Laws, 2013). En effet, ces mesures nécessitent l’échantillonnage d’eau de 

mer dans du matériel propre et exempt de tous métaux traces (mis en évidence dans les années 

1980 ; Laws, 2013), présentant un stress toxique pour le phytoplancton notamment dans des 

eaux oligotrophes. De plus, la détermination du taux de croissance in situ se fait par le biais 

d’incubations à bord, parfois en utilisant un marquage au carbone 14 comme méthode de 

marquage des pigments et nécessite la détermination du taux de mortalité du au broutage 

(Laws, 2013; Marañón et al., 2000). Selph et al. (2011) ont estimé des taux de croissance pour la 

communauté phytoplanctonique dans le Pacifique équatorial entre 110° and 140°W. Ils ont 

estimé des taux de croissance aux alentours de 0.3 j-1 pour la communauté vivant en dessous de 

1% de l’irradiance de surface et des taux de croissance nets (en prenant en compte la mortalité) 

similaires. 

 

Pour conclure, la station GYR du transect BIOSOPE unique pour son minimum de 

chlorophylle en surface, ses nutriclines profondes et ses eaux extrêmement claires, est 

caractérisée de plus par une limitation en nitrate jusqu’à une profondeur de 150-160 m et par 

une limitation intense de la disponibilité en lumière à partir de 150 m où la lumière est déjà 

inférieure à 20 µmol.m-2.s-1. En parallèle des profils verticaux de ces deux ressources 

essentielles, le taux de croissance potentiel (sans terme de mortalité) estimé à cette station 

pour E. huxleyi montre un maximum cohérent avec la DCM, où le nitrate se trouve en 

concentration détectable et où la lumière est aux alentours de 1 % de l’irradiance de surface. 

Ces résultats sont tout à fait en accord avec la théorie de Klausmeier and Litchman (2001).   
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3. E. huxleyi le long du transect BIOSOPE (article en préparation) 

 
Simulation of the potential growth and calcification rates of Emiliania huxleyi in the 

South Pacific Gyre: combining physiological modeling at the cellular scale with in situ 

biogeochemical data 

 
L. Perrin1 and G. Aloisi2 

1
Sorbonne Universités, UPMC Univ. Paris 06 -CNRS-IRD-MNHN, LOCEAN-IPSL, 75252 Paris, France. 

2
LOCEAN, UMR 7159, CNRS-UPMC-IRD-MNHN, 75252 Paris, France. 

 
Résumé en français 

L’étude des niches profondes de coccolithophoridés et de leur contribution à la 

biogéographie de ce groupe phytoplanctonique dans l’océan global est encore mal comprise. La 

profondeur optique des satellites ne permettant pas de détecter ces niches profondes et de 

fournir des informations sur le profil vertical de distribution de coccolithophoridés, l’étude de 

ces niches requiert des observations in situ. De plus, en tant que groupe majeur dans 

l’exportation de carbonate vers l’océan profond, la compréhension de l’effet des conditions 

environnementales sur les taux métaboliques de cet organisme est primordiale afin d’en 

améliorer notre connaissance globale. Le gyre Pacifique-Sud est l’un des plus oligotrophes des 

gyres subtropicaux mondiaux et a été largement étudié par la campagne BIOSOPE en 2004. Ce 

travail fournit une estimation qualitative du taux de croissance et de calcification de l’espèce E. 

huxleyi dans la niche profonde et le long du transect BIOSOPE, comme ils sont affectés par la 

disponibilité en lumière et nitrate, et par la température et le système du carbone inorganique 

dissous. Ces estimations ont été obtenues en combinant les résultats d’un modèle 

physiologique à l’échelle cellulaire, contraints par des expériences de cultures avec E. huxleyi, 

des relations empiriques entre les taux métaboliques et les variables environnementales, et les 

données biogéochimiques in situ de la campagne BIOSOPE. Nous avons donc obtenu une vision 

générale du contrôle potentiel exercé par les conditions environnementales, considérées dans 

ce travail, sur le taux de croissance et de calcification d’E. huxleyi  le long du transect BIOSOPE.  

 

Abstract 

The investigation of deep-dwelling coccolithophore communities and of their contribution 

to coccolithophores biogeography in the global ocean is poorly understood. These studies need 

in situ observations because the optical depth of satellite prevents to obtain vertical 

information on coccolithophores below this depth. Furthermore, as coccolithophores are one of 
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the most important exporters of carbonate to deep ocean, understanding how their metabolic 

rates depend on environmental conditions is primordial to improve the global knowledge of this 

phytoplanktonic group. The South Pacific Gyre is the most oligotrophic gyre of the world ocean 

and was extensively investigated during the BIOSOPE cruise in 2004. This work gives a 

qualitative estimation of the growth and calcification rates of the species Emiliania huxleyi in 

this deep niche and along the BIOSOPE transect, as they are affected by availability of nitrate 

and light, by temperature and by the dissolved inorganic carbon system. These estimates were 

obtained combining physiological modelling at the cellular level, constrained by E. huxleyi 

culture experiments, empirical relations between metabolic rates and environmental variables 

and in situ biogeochemical data from the BIOSOPE cruise. We obtain an overall picture of how 

growth and calcification rates of E. huxleyi are potentially controlled by environmental 

conditions that we considered in this work along the whole BIOSOPE transect.  

 

A.  Introduction 

Coccolithophores are unicellular, calcifying marine algae that are major contributors to the 

oceanic carbon cycle via their cellular processes of photosynthesis (a CO2 sink) and calcification 

(a CO2 source). Coccolithophores are known for their capacity to form large blooms visible by 

satellites (Holligan et al., 1993; Loisel et al., 2006) and frequently placed in subarctic regions 

(Holligan et al., 1993b; Winter et al., 1994). Coccolithophore communities have been reported 

many times in the different oligotrophic gyres in global ocean (Beaufort et al., 2008; Haidar and 

Thierstein, 2001; Okada and McIntyre, 1979). These communities have been reported in 

significant abundance in deep waters where the concentration of nutrients is sufficient to 

support growth and where the light is still available to allow photosynthesis (Brand, 1994). 

These deep-dwelling coccolithophore communities are not detected by satellite imagery 

(Henderiks et al., 2012; Winter et al., 2014) and the factors that control their development are 

seldom investigated (Poulton et al. 2016). Nevertheless, they could represent a non-negligible 

portion of the coccolithophore stock in portions of the ocean, as reported in the Bermuda 

(North Atlantic) and in the coast of Puerto Rico (North Atlantic) by Haidar and Thierstein (2001) 

or Jordan and Winter (2000), respectively.  

Deep-dwelling coccolithophores are present in the global ocean especially in subtropical 

gyres where oligotrophic conditions prevent the growth of phytoplankton and are characterized 

by really low chlorophyll-a surface concentrations (McClain et al., 2004). Okada and McIntyre 

(1979) observed deep-dwelling coccolithophores in the North Atlantic Ocean down to a depth 

of 100 m with coccolithophore assemblages dominated by the species Florisphaera profunda in 



 

CHAPITRE V 

168 
 

summer and by the species E. huxleyi for the rest of the year. Cortés et al. (2001) and Haidar 

and Thierstein (2001) observed coccolithophore deep populations, respectively in the 

subtropical gyres in the Central North Pacific Gyre (station ALOHA) and in the Sargasso Sea 

(North Atlantic Ocean), dominated by F. profunda in the lower photic zone (LPZ > 100 m). In the 

north-east Caribbean, Jordan and Winter (2000) reported deep dwelling coccolithophores 

dominated by F. profunda in the LPZ but also reported a high abundance and co-dominance of 

E. huxleyi and G. oceanica through the water column down to the top of the LPZ. The 

coccolithophore assemblage in this deep niche is dominated by coccolithophore species 

belonging the Noëlaerhabdaceae family: Emiliania huxleyi, and several species of Gephyrocapsa 

and Reticulofenestra (Beaufort et al., 2008). 

The South Pacific-Gyre is the most oligotrophic gyre of the world ocean (Claustre and 

Maritorena, 2003) and remained poorly explored before the BIOSOPE cruise (Claustre et al., 

2008b). This cruise took place in 2004 from the Chilean upwelling zone, crossing the middle of 

the gyre, to the Marquesas Island (Claustre et al., 2008b). The main goal of this cruise was to 

study the bio-optical properties of the gyre and the biogeochemistry of this oligotrophic 

ecosystem (Claustre et al., 2008b). A deep niche of coccolithophores has been reported at 

about 200 m depth at the center of this South-Pacific Gyre by Beaufort et al. (2008), which 

corresponds to the depth of the isoline of nitrate and phosphate concentrations. According to 

Claustre et al. (2008b), this coccolithophore community was observed at very low irradiance 

levels (<20 µmol photons.m-2.s-1) with dissolved nitrate (NO3) and phosphate (PO4) 

concentrations of about 1 µM and 0.2 µM, respectively. 

Investigating environmental controls on growth rates (e.g. Buitenhuis et al., 2008; Daniels 

et al., 2014; Lecourt et al., 1996) and calcification rates (e.g. Langer et al., 2007; Nimer and 

Merrett, 1993; Poulton et al., 2014) of E. huxleyi is key in better understanding the physiology 

and distribution of this species. The study of these metabolic rates is also important for building 

scenarios of how coccolithophores will be affected by environmental change. Therefore, the in 

situ determination of growth and calcification rates of this species is scarce and the 

generalization of laboratory cultures to field ocean need to be apply with caution.  

In this work, we propose an empirical relation between growth and calcification rates, and 

temperature, irradiance and nitrate concentration. The inorganic carbon system (DIC) was also 

considered for the calcification rate estimation. Several studies (e.g. Aloisi, 2015; Langer et al., 

2009 and Buitenhuis et al., 1999) reported that the growth rate of E. huxleyi for numerous 

strains will not be affected  significantly with an elevation of CO2 within a range expected for 

future climate change. Instead of the DIC system, the growth rate of E. huxleyi is affected by 
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other environmental factors such as temperature (Buitenhuis et al., 2008; Fielding, 2013), light 

(Trimborn et al., 2007) and nutrients concentrations (Riegman et al., 2000). Previous studies 

(Hoppe et al., 2011; Langer et al., 2009; Raven and Crawfurd, 2012) highlight the different 

responses of E. huxleyi to the dissolved inorganic carbon system to the calcification. However, 

numerous studies showed that changes in carbonate chemistry can generate malformations of 

coccoliths (De Bodt et al., 2010; Langer et al., 2006; Riebesell et al., 2000). Numerous culture 

works also show the effect of light, temperature and nutrients on metabolic rates of 

coccolithophores which includes calcification rates. These calcification and growth metabolic 

rates are controlled by environmental conditions and their estimation via a numerical approach 

is still not widely studied because the intra species-specific response observed in several studies 

for calcification rate is a non-negligible limit to this estimation.  

In the present work we couple laboratory experiment, physiological modeling at the 

cellular level and field biogeochemical data to investigate the controls on growth and 

calcification rates of E. huxleyi in the South Pacific gyre. We use results of laboratory 

experiments with an E. huxleyi BIOSOPE strain (Perrin et al., 2016), and with other strains 

(Buitenhuis et al., 1999; Fritz, 1999; Rokitta and Rost, 2012; Rosas-Navarro et al., 2016; Sett et 

al., 2014), to parameterize (1) a growth-environment and (2) a calcification-environment 

mathematical relation. These models are forced with in situ data of irradiance, temperature, 

nitrate concentration and DIC system providing vertical transects of modeled potential growth 

rate and calcification rate. 

 

 B. Materials and methods 

In this section we describe the growth and calcification models that were applied along the 

whole BIOSOPE transect. The variables needed to run this model are the nitrate concentration, 

the irradiance, the temperature and the DIC system. These data were obtained by interpolating 

nitrate, temperature, irradiance and DIC data downloaded from the BIOSOPE database 

(http://www.obs-vlfr.fr/proof/vt/op/ec/biosope/bio.htm) and manipulated with the software 

Ocean Data View (ODV) to obtain data on a spaced grid (Longitude-Latitude-Depth). The 

longitude and latitude comes from the BIOSOPE database and the variables were exported 

every 20 m between the surface and a depth of 300 m.  

The relationships between each variable and the growth and calcification rates were 

defined by parametrizing simple growth and calcification models using a database of 

experimentally determined growth and calcifications rates measured under a range of 

environmental conditions relevant to our field situation. This parameterization was needed to 

http://www.obs-vlfr.fr/proof/vt/op/ec/biosope/bio.htm
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fix the constants of each equation. To achieve this task, a database of results of cultures 

experiments carried out on E. huxleyi was used. This database is composed of a subset of the 

experiments reported in the database presented in Aloisi (2015) which includes a large part of 

laboratory culture experiments carried out on coccolithophores physiology. In order to 

parametrize the relationships between the growth rate with irradiance and temperature and 

between calcification rate with irradiance, temperature and nitrate, some filters to the E. 

huxleyi database were applied to select comparable data and isolate changes of one parameter 

at a time (see Table 1). These filters are referenced in the Table 1. Obviously, the studied 

parameter had no filter for his own parameterization and only chemostat cultures were used for 

nitrate dependence study to avoid problems mentioned in Langer et al. (2013). The data are 

presented in the appendix 3. 

 

Table 1 : Filters applied to the database of coccolithophores cultures. 

Categories Filters Filters application 

Type of cultures Chemostat or Batch (only for 
nutrient non-limited conditions) 

All data Salinity 29.7-35 

Ca
2+

 9-10 mmol.kg
-1

 

pCO2 300-500 µatm 

Irradiance 150-300 µmol photons.m
-2

.s
-1

 
Filters definig the 

optimal conditions of 
growth

a
 

Temperature 15°C 

NO3/PO4 optimal (NO3 > 60 µM et PO4 > 5µM) 

a
= two of these filters were applied to isolate data in order to study the effect of the third environmental condition on 

the growth of E. huxleyi. 

 

Because of the diversity of the light:dark (L:D) cycle conditions used in the experiments 

included in the dataset (appendix 3), growth rate for the determination of KIrr and calcification 

rate taken from the database were corrected to their own light:dark cycle using the equation of 

Rost et al. (2002) (Eq. 1) and normalized to a 12:12 L:D cycle:  

                                                      
 
  

5.0





rDL

DLµ
µi

                                                                         

(1) 

Where µ is the growth rate (or calcification rate) used in a given experiment, L the light cycle in 

hours, D the dark cycle in hours and r is the loss carbon by respiration during the dark cycle. 
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The parameterized growth and calcification models were then forced using in situ data of 

irradiance, temperature and nitrate concentration obtained along the BIOSOPE transect, 

exported and interpolated along the grid. 

 

A.1 Environmental variables from the BIOSOPE transect 

Irradiance 

 The BIOSOPE database provided us attenuation coefficient values (Cp) and irradiance values 

for approximately the first 100 m of the water column. The in situ irradiance was directly 

measured and given as a photosynthetically active radiation (PAR) normalized underwater 

irradiance. The surface irradiance was estimated via an irradiation model presented in Aloisi 

(2008) which used fundamental equations described by Campbell and Norman (1998). This 

model allows calculating the daily cycle of the Photosynthetic Active Radiation (PAR) at every 

date and geographic position on earth as a function of the astronomic and atmospheric 

parameters. Then, the irradiance was integrated on one entirely day and averaged by the 

number of hours in the light cycle. The determined surface irradiance was 1274 µmol 

photons.m-2.s-1 and is therefore matching with the 100% of PAR normalized underwater 

irradiance; the absolute in situ irradiance was estimated. 

The irradiance was interpolated along the first 100 m of the water column and then was 

extrapolated on the deeper waters using a constant attenuation coefficient of 0.025 m-1 and 

using the Beer-Lambert law for the irradiance: 

                                                                     od zzK
e


0I=I(z)                                                              (2) 

This process was repeated for each station where measurements of PAR were done, 

interpolated on ODV (Figure V.6A) and exported to the grid cited above (Longitude-Latitude-

Depth). 

 

Temperature, nitrate and DIC system 

The temperature data and nitrate concentration data were obtained from the BIOSOPE 

database and were interpolating using ODV (Figure V.6B and C) and exported on the grid.  

To calculate the calcification rate with the equation of Bach et al. (2015)  (see Eq. 15), the 

concentration of HCO3
-, CO2 and H+ are necessary. These three variables were calculated from 

total alkalinity (TA), total carbon (TC), temperature, pressure and salinity (Zeebe and Wolf-

Gladrow, 2001) as explained in the Supplementary material (Table S1). Concentrations of HCO3
-, 

CO2 and H+ were determined by this model, interpolated in ODV and exported on the grid as 
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other variables. Pressure of carbon dioxide (see Figure V.6) was also calculated by the model 

and exported on the grid after the ODV interpolation. 

 

 

 

 

Figure V.6: Environmental variables along the BIOSOPE transect. (A) Irradiance in µmol photons.m-

2.s-1, (B) Temperature in °C, (C) Nitrate concentration in µmol.L-1 and (D) Carbon dioxide pressure in 

µatm. 

A 

B 

C 

D 
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A.2 Empirical relationships for the dependence of metabolic rates on 

environmental conditions 

 a) Dependence of the growth rate on irradiance, temperature and nitrate 

To estimate the potential in situ growth rate of E. huxleyi along the BIOSOPE transect, it 

was necessary to obtain a quantitative description of how the growth rate depends on 

environmental variables (nitrate, irradiance and temperature).   

 Concerning the light dependence of the growth rate, the light saturation (KIrr) was 

determined by fitting the growth rate, determined in several experiments of Langer et al. 

(2013); Rokitta and Rost (2012); Rost et al. (2002); Trimborn et al. (2007) et Perrin et al. (2016) 

to the following equation from MacIntyre et al. (2002). The data were previously corrected to 

the Rost et al. (2002) (Eq. 1). This equation describes the empirical relation between growth 

rate and irradiance for microalgae and cyanobacteria (Figure V.7): 























 
IrrK

Irr

eµµ 1max                                                                                                                           (3)                                                                                                                                

The estimated value of KIrr was 154.7 µmol photons.m-2.s-1 with a µmax of 1.27 d-1. 

To obtain the growth rate as a function (ranged between 0 and 1), the growth rate was 

normalized to the µmax obtained by the fitting of the data to the equation 3. The function was 

therefore: 

 





















 
IrrK

Irr

Irr efµ 1                                                                                                                             (4) 

 

 

Figure V.7 : Dependence of the growth rate to the irradiance for E. huxleyi. 
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The temperature and growth rate of the experiments of Buitenhuis et al. (2008), Langer et 

al. (2013) and Perrin et al. (2016) were used to find the optimal temperature for E. huxleyi using 

the data of the non limited experiment. This data were corrected to their own L:D cycle using 

Eq. 2. Schoemann et al. (2005) defined the growth rate as a function of temperature using an 

optimal temperature (Eq. 5): 

 







 


2

2

dT

ToptT

opt e                                                                                                                            (5) 

By fitting this equation to the data (see Figure V.8), the optimal temperature (Topt) was 

estimated to 19.2°C, the optimal growth rate (µopt) was estimated to 1.26 d-1 and the interval 

temperature dT was estimated to 8.69 °C.  

As for the irradiance, the dependence of the growth rate to the temperature was expressed as a 

normalized function to the µopt determined previously (Eq. 6):  

 







 


2

2

dT

ToptT

T ef                                                                                                                                 (6) 

  

 

Figure V.8 : Dependence of the growth rate to the temperature for E. huxleyi. 

 

The Droop model linked the growth rate to the cellular quota of nutrient which means that 

growth rate is not directly a function of the nitrate concentration. To obtain this cellular quota 

of nitrogen along the whole transect, the dependence of the cellular quota of nitrogen to the 

nitrate concentration was needed. This relation was found resolving a system of three 

equations from the Droop theory: the derivation of the cellular quota QN through the time (Eq. 

7), the nitrate uptake rate Nup (Eq. 8) and the growth rate µ (Eq. 9) which was calculated based 

on the normalized nQuota equation reported in Flynn (2008): 



 

EMILIANIA HUXLEYI DANS LE GYRE PACIFIQUE-SUD 

175 
 

                                                             (7) 

                                                                                                               (8)                                                                                                                                                                                                                          
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)()1(
minmaxmin

min

max

NNNNN

NNN
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                                                                             (9) 

where SCell (in µm2) is the surface area of the cell, VmaxN (in µmolN.µm-2.d-1) is the maximum 

surface-normalized nutrient uptake rate, [N] is the nitrate concentration (in µmol.L-1), KN (in 

µmol.L-1) is the (Michaelis-Menten) half-saturation constant for uptake of nitrate, µmax (in d-1) is 

the maximum growth rate attained at the maximum nitrogen cell quota QN
max (in µmol.cell-1), 

QN
min (in µmol.cell-1) is the minimum (subsistence) cellular quota of nitrogen N below which 

growth stops and KQN is a dimensionless parameter that can be readily compared between 

nutrient types (Flynn, 2008a).  

 

Considering a stationary state with equilibrium between uptake and assimilation of nitrogen 

and thus assuming the equation 7 equal to zero, the three equations system was resolved and 

the relation between the cellular quota QN and the nitrate concentration was expressed as 

follow: 

 CBAQN                                                                   (10) 
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max
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1
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1
NNN
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QµKQK
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                                          (11) 
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      (13) 

 

As for the irradiance and temperature, the dependence of the growth rate to the nitrate 

concentration (Figure V.9) was expressed as a normalized function between 0 and 1 using the 

µmax:  

)()(
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min

3

NNNN

NN

NO
QQKQQQ

QQKQ
f




                                                                                   (14) 
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Figure V.9 : Dependence of the growth rate to the nitrate concentration for E. huxleyi. 

 

In final calculation, physiological parameters were needed and were determined for E. huxleyi in 

high light and low nitrate conditions in the paper of Perrin et al. (2016) using a simple Droop 

model and reported in the Table 2.  

 

Table 2 : Physiological parameters for the E. huxleyi experiments carried out by Perrin et al. (2016) 

in high light and low nitrate conditions.  

RCC911  HL-LN 

VmaxN (µmol.µm
-2

.j
-1) 1.64 x 10

-9
 

KN (µmol.L
-1

) 0.205 

KQN 0.25 

QN
min 

(µmol.cell
-1

) 33.6 x 10
-9

 

QN
max 

(µmol.cell
-1

) 129.1 x 10
-9

 

 

 

b) Dependence of the calcification rate on DIC, irradiance, temperature and nitrate 

 As described in the introduction of this paper, changes in the inorganic carbon system 

have an intra-species-specific response for E. huxleyi and numerous studies investigated these 

responses in laboratory cultures. The review of Raven and Crawfurd (2012) gives a wide view of 

the effect of inorganic carbon system changes on calcification rates of E. huxleyi. Globally, 

numerous studies showed that changes in carbonate chemistry can generate malformations of 

coccoliths (De Bodt et al., 2010; Langer et al., 2006; Riebesell et al., 2000).  The goal, here, was 

to determine a calcification estimation through the BIOSOPE transect using an equation defining 

the DIC, light, temperature and nitrate dependence on calcification rates of E. huxleyi. The 
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database of culture experiments presented previously was used to study the dependence of 

calcification rate on light, temperature and nitrate. The data used from the database were 

selected in studies of Müller et al. (2011); Rost et al. (2002) and Trimborn et al. (2007) for the 

irradiance; in Sett et al. (2014) and Rosas-Navarro et al. (2016) for the temperature and we used 

only data from Fritz (1999) for nitrate. 

 

The equation of Bach et al. (2015) was used to define the dependence of the calcification 

rate to the DIC system: three variables as bicarbonate ion HCO3
-, carbon dioxide CO2 and 

protons H+ support respectively the direct dependence of calcification rate to the kinetic 

reaction of HCO3
-, the minimum requirement of CO2 to influence the calcification rate and the 

linear relation between the inhibition of calcification rate and the increase in protons H+ 

concentration in seawater. This concept is called by Bach et al. (2015) “substrate-inhibitor 

concept” and gives a relative calcification rate depending of the carbon system: 

 
 

   








 Hde
HCOb

HCOa
fRCa

COc

DIC
2

3

3
                                                                                     (15) 

 According to Dodds et al. (1999), the photosynthesis–irradiance (P-I) curve is typically 

increasing and then decreasing by a photoinhibition effect at high irradiance after reaching an 

optimum photosynthesis rate. Zondervan (2007) and van Bleijswijk et al. (1994) reported the 

same pattern for the PIC/POC-irradiance curve. As the photosynthesis, the energy dependence 

of the calcification could also bring the calcification rate to have the same behavior with 

different light intensity. Therefore the equation of photosynthesis defined by Platt et al. (1980) 

and used by Dodds et al. (1999) can be applied to the calcification rate estimation through the 

BIOSOPE transect. The equation used for the calcification rate is therefore: 
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Irr
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1                                                                                                (16) 

Where Cas is the maximum calcification in the absence of photoinhibition under optimal light in 

Dodds et al. (1999), α is the slope of the line at low light and β is the photoinhibition constant.  

The data were obtained from cultures experiments of Müller et al. (2011); Rost et al. (2002) and 

Trimborn et al. (2007), and were corrected to their own L:D cycle using Eq. 1. The 

parameterization allows determining the value of ps, α and β by fitting the equation 7 to the 

data (Figure V.10). This parameterization fixed Cs to 12 pg.cell-1.d-1, α to 0.152 pg.cell-1.d-

1.[µmol.m-2.s-1]-1 and β to 0.0286 pg.cell-1.d-1.[µmol.m-2.s-1]-1. Then the calcification rate was 
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normalized to the maximum of calcification rate given by the fit of the equation to the data 

(7.14 pg.cell-1.d-1) and was used to express the calcification rate depending of the irradiance of 

the BIOSOPE transect as a relative calcification: 

max/ RCaRCafRCa IrrIrr                                                                                                                   (17) 

 

 

Figure V.10 : Dependence of the calcification rate to the irradiance for E. huxleyi. 

 

The temperature affects as well the calcification and gets an optimum where the 

calcification is maximum as for the growth rate-temperature curve (Buitenhuis et al., 2008). 

Because of the effect of the temperature on growth rate and the dependence of calcification 

rate on growth rate, we assume that the calcification-temperature curve will have the same 

pattern and for this reason we used the same equation as the one used for the growth rate 

calculation from Schoemann et al. (2005) (see Figure V.11): 

 







 


2

2

max

dT

ToptT

T eRCaRCa                                                                                                          (18) 

Where RCamax is the maximum of calcification, T is the temperature, Topt is the optimum 

temperature where we get the maximum calcification and dT is the interval temperature. This 

equation was applied to fit to the data of Sett et al. (2014) and Rosas-Navarro et al. (2016) to 

estimate a Topt, RCamax and dT. Then the calcification rate was normalized to the maximum of 

modeled calcification with the data (10.5325 pg.cell-1.d-1) in order to express the calcification 

rate depending of the temperature as a relative calcification:  
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Figure V.11 : Dependence of the calcification rate to the temperature for E. huxleyi. 

 

The calcification rate dependence with the nitrate concentration is more complicated to 

estimate because of the lack of experiments testing different concentration of nitrate in 

chemostat cultures in order to get a calcification rate (see paper of Langer et al., 2013). We 

decide to use a Michaelis-Menten equation because the only experiments data we had on E. 

huxleyi to do this parameterization (data from Fritz 1999 and Perrin et al. 2016) seems to show 

a Michaelis-Menten pattern with a maximum calcification rate for high nitrate concentration. 

Then this following equation (Eq. 20) can be applied to the calcification rate as a function of the 

nitrate concentration. 
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                                                                                                     (20) 

The data of Fritz (1999) were used to do this parameterization. The maximum of calcification 

rate was taken from the control experiment in high light conditions of Perrin et al. (2016) 

because of the lack of control experiment carried out by Fritz (1999) (see Figure V.12). This 

maximum was corrected to the irradiance, temperature and carbon system of Fritz (1999) using 

the different relative calcification rate equation defined previously, so RCamax 2.97 pg.cell-1.d-1. 

The parameterization gives a value of KNO3 of 0.0803 µM. This equation was normalized to the 

maximum defined above:  
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Figure V.12 : Dependence of the calcification rate to the nitrate concentration for E. huxleyi. 

 

A. 3 Estimation of growth and calcification rates on the BIOSOPE transect 

The growth rate of E. huxleyi along the BIOSOPE transect is calculated as a maximum growth 

rate multiplied by three limiting terms that account for the effect of irradiance, temperature 

and NO3 concentration. The three terms of the equation comes from the three studies cited 

above: the temperature term (Schoemann et al., 2005); the irradiance term from MacIntyre et 

al. (2002) and the term of cellular quota for nitrogen from Flynn (2008) described above.  

3max NOTIrr fffµµ                                                          (22)                 

To calculate this growth rate on the entire BIOSOPE transect, we needed data of temperature, 

irradiance and nitrate concentration described in the section A.1. 

 

The calcification rates (in pg.cell-1.d-1) along the BIOSOPE transect was calculated based on 

the maximum calcification multiplied by four terms that account for the effect of irradiance, 

temperature, nitrate concentration and inorganic carbon system on the calcification rate as 

introduced above. These treatments yield: 

                        
3NOTIrrDICMAXT fRCafRCafRCafRCaRCaRCa                            (23) 

where RCaMAX was taken from the control experiment in high light of Perrin et al. (2016) on the 

BIOSOPE E. huxleyi strain RCC911 and is equal to 3.14 pg.cell-1.d-1.  

For a better understanding of the contribution of each parameter on the growth and 

calcification rate estimations, sensitivity tests were carried out using the Eq. 22 and 23. For this 

purpose, the contribution of each parameter to the modeled growth and calcification rate is 
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expressed as the difference between the modeled growth rate and the growth rate calculated 

omitting the term in Eq. 22 and 23 for the parameter in question. The results of this analysis are 

plotted using ODV along the BIOSOPE transect. 

 

B. Results 

B.1 Estimate of the potential growth rate of E. huxleyi along the BIOSOPE transect 

In this section, the distribution of the modeled growth rates along the BIOSOPE transect 

will be discussed in relation to the lateral and depth distribution of the forcing (environmental) 

parameters and the in situ distribution of coccolithophores observed by cell counts (Beaufort et 

al., 2008). The data of the depth of the euphotic layer (black dots on the Figure V.13) were 

taken from Ras et al. (2008) and reported in the transect with the results of the modeled growth 

rate (Figure V.13). The maximum abundance of coccosphere per mL observed and described by 

Beaufort et al. (2008) was also plotted in this figure (red dots on the Figure V.13) in order to be 

related with the modeled growth rate. 

 

Figure V.13: Modeled growth (in days-1) for E. huxleyi along the BIOSOPE transect. Red dots 

represent the maximum of coccosphere per mL taken from Beaufort et al. (2008) and black dots 

represents the depth of the euphotic layer taken from Ras et al. (2008). 

 

The modeled growth rates estimated along the transect varies between 0 and 1 d-1. 

Maximum modeled growth rates are observed in the surface waters of the subequatorial zone 

of the Marquesas Island and between 100°W and the Chilean coast (Figure V.13). In the center 

of the South Pacific Gyre, highest values of the estimated growth rate are observed between 

100 and 160 m with a minimum value of 0.11 d-1 at 160 m and maximum value of 0.17 d-1 at 120 

m depth. As shown by the Figure V.13, maximum growth rates match perfectly with the bottom 

of the photic zone and are consistent as well with the maximum of coccosphere per mL. Under 

the photic layer, the growth rates estimated is near to zero. 
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Figure V.14 : Contribution of each term of the growth rate calculation. (A) Contribution of 

irradiance, (B) contribution of nitrate and (C) contribution of temperature to the growth rate. Red 

dots are the maximum abundance of coccospheres per mL taken from Beaufort et al. (2008). 

 

The contribution of each environmental parameter to the modeled growth rate is tested in 

a series of sensitivity tests. Thus, this difference is always smaller than 0 and the more negative 

the difference is, the greater the influence of a given parameter on the modeled growth rate. 

Figure V.14A shows the low contribution of irradiance to the total growth rate at the surface 

and the subsurface through the whole transect, which is between -0.1 and zero, matching in the 

center of the gyre with the high contribution of the nitrate concentration, which is between -0.4 

and -1.2 (Figure V.14B). In deeper waters the contribution of the irradiance to the total growth 

B 

C 

A 
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rate becomes significant and corresponds to a decrease of the contribution of the nitrate. 

Concerning the temperature, its contribution to the total growth rate (Figure V.14C) is really 

low, between -0.2 and zero, in the whole transect except in the surface waters near the 

Marquesas Island and near the Chilean upwelling where the contribution of the temperature is 

slightly higher between -0.2 and -0.6. It follows that the two environmental parameters 

controlling the growth rate in this transect are irradiance and nitrate except in the strong 

extremities of the transect near the Chilean coast and the Marquesas Island: while low nitrate 

limits growth above the coccosphere niche (Figure V.14B), low irradiance limits growth below it 

(Figure V.14A). 

 

B.2 Relation between the number of spheres and the modeled growth rate  

Figure V.15 shows the distribution of the number of sphere of coccolithophores per mL 

along the BIOSOPE transect. As represented in this figure, the maximum of sphere per mL is 

highlighted especially in surface waters at the extremities of the transect, corresponding to the 

upwelling (east) and to the boarder of the Marquesas Island (west). A correlation between the 

number of spheres per mL and the modeled growth rate exists (Figure V.16). This correlation is 

shown by the Figure V.16: the regression coefficient is 0.64 and p-value < 10-5; so the modeled 

growth rate and the number of spheres per mL are significantly correlated. However, this 

correlation needs to be taken with caution because the number of spheres per mL includes all 

the coccosphere present in seawater. The percentage of Isochrysidales on coccolithophores and 

of E. huxleyi on Isochrysidales are actually not constant (Beaufort et al., 2008) along the 

BIOSOPE transect, so this relation is not completely exhaustive. However, it is important to 

specify that Beaufort et al. (2008) reported that this niche is characterized by a strong 

community of Isochrysidales such as E. huxleyi, Gephyrocapsa sp. and Reticulofenestra sp.. 

 

 

Figure V.15 : Spheres per mL along the BIOSOPE transect. Data were taken from the BIOSOPE 

database.  



 

CHAPITRE V 

184 
 

 

Figure V.16 : Correlation between the modeled growth rate and the number of sphere per mL. 

Black line represents the regression line between the data. Coefficient of correlation is R²=0.64, p-

value < 10-5 and n = 5487. 

 

B.3 Calcification potential of E. huxleyi along the BIOSOPE transect 

The calculation of the potential calcification of E. huxleyi was applied along the BIOSOPE 

transect between the surface and 300 m depth. This calcification estimation depends on the 

temperature, the irradiance, the nitrate concentration and the DIC carbon system. Figure V.17 

shows how this calcification is distributed along the transect. The values are included between 0 

and 1.75 pg.cell-1.d-1. A maximum of calcification (around 1.5 pg.cell-1.d-1) is estimated between 

80°W and the Chilean coast in surface waters and between 80°W and almost 100°W in 

subsurface waters. Through the rest of the transect, maximum of the potential calcification 

ranges between 0.25 and 0.75 pg.cell-1.d-1 in deeper waters (100 and 200 m depth) in the center 

of the South Pacific Gyre and in subsurface and surface waters between 120°W and the 

Marquesas Island.  

 

A sensitivity analysis was carried out to understand the contribution of the four 

environmental parameters that contribute in defining the calcification rate of E. huxleyi in this 

study. Each term of the calculation of the calcification have been investigated as described in 

the Method and allow understanding the contribution of each term to the calcification rate 

estimation. Figure V.18 shows the results of the contribution for the four terms of the 

calcification rate equation. The contribution of DIC system to the calcification rate represented 

in the Figure V.18A reaches a maximum of contribution of -1 between 100° and 80°W. Almost 

similar values (between -0.7 and -0.8) were also observed in surface waters near the Chilean 

upwelling (72°W). Through the rest of the transect, the contribution of the DIC system reaches 
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maximum values between 100 and 150 m depth at the center of the gyre and goes up to the 

surface at the west part of the transect. Concerning the irradiance (Figure V.18B), its 

contribution to the calcification rate reaches maximum around -2 in the deep waters, under 150 

m, between the Marquesas Island and 120°W. Irradiance also contributes strongly in deep 

waters in the center of the gyre and in subsurface waters in the west part of the transect. A high 

contribution of the irradiance is also observed in surface waters (less than 50 m depth) near the 

Chilean coast. Through the rest of the transect, the irradiance contribution is less than -0.25. 

The temperature contribution (Figure V.18C) is higher at the nearly extremities of the transect 

with a maximum contribution of about -1 near the Marquesas Island and a maximum of about -

0.4 near the Chilean coast. 

 

 

Figure V.17: Potential cellular calcification rate (in pg.cell-1.d-1) of E. huxleyi estimated along the 

BIOSOPE transect. Red dots represent the maximum of coccosphere per mL taken from Beaufort et 

al. (2008) and black dots represents the depth of the euphotic layer taken from Ras et al. (2008). 

 

 Through the other part of the transect, temperature contribution is less than -0.1 which 

means a really weak contribution. The nitrate concentration contribution represented in the 

Figure V.18D reaches a maximum value (near -1.5) in subsurface waters (between 50 m and 100 

m depth) in the center of gyre. A wider patch around this maximum shows significant nitrate 

concentration contribution until -0.5, whereas the contribution is less than -0.25 in the rest of 

the transect. 
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Figure V.18 : Contribution of each term of the calcification rate calculation. (A) Relative calcification 

depending of the inorganic carbon system, (B) of the irradiance, (C) of the temperature and (D) of 

the nitrate concentration. Red dots are the maximum abundance of coccospheres per mL taken from 

Beaufort et al. (2008). 

A 

B 

C 
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C. Discussion 

The South Pacific Gyre is a zone where environmental conditions define a specific 

ecosystem for coccolithophores. This work was specifically designed to investigate how 

irradiance, temperature, nitrate concentration and inorganic carbon system conditions control 

the potential growth and calcification rates. 

The modeled growth rate is maximum where the equilibrium between light, nitrate and 

temperature is the best to support growth of E. huxleyi. Because of the limited contribution of 

temperature, the growth of E. huxleyi in the South Pacific Gyre is controlled by conditions of 

irradiance and nitrate concentration. This behavior is similar to that predicted by Klausmeier 

and Litchman (2001), which reported that a DCM occurs when there is an equilibrium between 

nitrate supply and light availability in deeper waters. This observation supports the fact that 

limitation of light and nitrate will have a high control on the estimation of the potential growth 

rate of E. huxleyi, at least in these clear and stratified waters of the center of this South Pacific 

Gyre. Furthermore, the Figure V.14 highlights the high contribution of the irradiance in deeper 

waters compared with nitrate contribution where light is actually the limiting factor for growth, 

less than 1% of the surface irradiance, and nitrate becomes to be in significant concentration. In 

surface and subsurface waters, the contribution of light is really small whereas the contribution 

of nitrate concentration is really high because of the limiting role of the nitrate for the cells in 

these waters. 

If the theory of Klausmeier and Litchman (2001) is sustainable at the center of the gyre, this 

is not applicable in the boarder of the gyre where pycnocline and maximum of chlorophyll a are 

shallower. The potential growth rate are maximum at the extremities of the transect because of 

the optimal conditions present in these zones. Near the Chilean coast, the upwelling generates 

an important supply of nutrients from deeper waters with the highest nitrate concentration (up 

15 µM to the surface) (Claustre et al., 2008b); which, together with a high light in surface 

waters, allow a maximum growth rate for E. huxleyi. This is correlated as well with the highest 

chlorophyll a concentration recorded from the transect (3 mg Chl-a m-3; Claustre et al., 2008b). 

In the subequatorial area, near the Marquesas Islands, the waters are very warm (up to 27°C) 

and nitrate concentrations are around 1.8 µM in surface waters. These conditions support the 

second maximum of potential growth rate of E. huxleyi in surface waters and are also related to 

a high concentration of chlorophyll a (or in vivo fluorescence) (Claustre et al., 2008b). The 

maximum of potential growth rates along the BIOSOPE transect are observed following the 

depth of the euphotic layer and the Deep Chlorophyll Maximum (DCM) observed by Claustre et 
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al. (2008b) which is consistent with previous conclusions that light is a key factor for the 

phytoplanktonic growth. 

The values of the estimated growth rates ranged between 0 and 1 d-1 which corresponds 

respectively to an absence of growth and to a generation time of approximately 0.69 days. 

However, it is really important to specify that the mortality and the vertical export of cells which 

are both inducing a decrease of the net growth rate (Laws, 2013) are not considered in this 

estimation. In situ growth rate estimation of phytoplankton and specifically of coccolithophores 

is still not widespread in the scientific literature. We compare the values obtained here to those 

presented in Selph et al. (2011) who estimated the growth rate of phytoplankton community, 

using incubation method, in equatorial Pacific between 110° an 140°W. They found values of 

net growth rates between 0.12 ± 0.40 d-1 and 0.25 ± 0.57 d-1 respectively at 100% and at 1% of 

the surface irradiance. As the uncertainties are really high, the values stay in a wide range of 

potential value of net growth rates where our values could be found for E. huxleyi. Our potential 

value estimated at a depth of 1 % of surface irradiance is ranged between 0.1 and 0.2 at the 

centre of the gyre and will be lesser taking into account mortality and vertical export. Further 

investigations to estimate in situ growth rate of E. huxleyi need to be made to have a wider 

sampling of comparable studies. 

The modeled growth rate, which is obtained independent of the measured abundance of 

coccosphere in the transect, shows a strong correlation with the number of sphere per mL 

(Figure V.15). Results show that the maximum of coccosphere per mL along the transect related 

to the DCM and to the maximum of modeled growth rate and the correlation of the modeled 

growth rate and the number of sphere per mL. This correlation is explained again by the nitrate 

and light dependence of the growth of the cell of E. huxleyi in this transect which control a part 

of this abundance of coccosphere per mL and the maximum of growth rate. It is, however, 

necessary to specify that the number and the abundance of coccosphere per mL take into 

account the whole coccolithophores assemblages of the transect. As described in the 

introduction, the coccolithophore assemblages were dominated by coccolithophore species 

belonging the family Noëlaerhabdaceae: Emiliania huxleyi, and several species of Gephyrocapsa 

and Reticulofenestra (Beaufort et al., 2008) but their abundance in coccolithophores 

assemblages are not distributed constantly along the transect. So, the correlation between the 

modeled growth rate and the number of sphere per mL could be an approximately good 

estimate of the relation valuable for E. huxleyi in the South Pacific Gyre although the results of 

the number of sphere per mL are not exclusive for this species. 
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Furthermore, the physiological parameters used for the growth rate estimation are those 

obtained in the experiments in high light and low nitrate conditions published in Perrin et al. 

(2016) using the BIOSOPE strain RCC911 of E. huxleyi. Whereas the half-saturation constant for 

nitrate uptake and the maximum of growth rate are valuable in the whole transect whatever 

the environmental conditions, the maximum uptake rate normalized to the surface and 

maximum and minimum quotas, in reality, could vary depending of this environmental 

conditions. Then, these physiological parameters describe the behavior of E. huxleyi for a nitrate 

resource limited environment. They are at least strongly representative of the conditions above 

the nitracline and then, above and inside the deep niche of coccolithophores observed by 

Beaufort et al. (2008) in the center of the gyre and in nitrate depleted and shallower waters in 

the boarder of the gyre (Claustre et al., 2008b).  

 

There are similarities in the patterns of the modeled growth and calcification rates (Figure 

V.13 and Figure V.17). Although the calcification rate calculation is independent of the growth 

rate, their own dependence for environmental factors gives them the same pattern through the 

transect. Irradiance and nitrate are the both factors controlling in majority the growth rate and 

calcification rate in this transect. Irradiance, as for the modeled growth rate, is the limiting 

environmental factor for the calcification rate in deeper waters of the South Pacific Gyre as 

indicated by these environmental contribution studies. Nitrate concentration is clearly the 

limiting factor in the center of the gyre in surface and subsurface waters. Temperature and 

inorganic carbon system have a slightly role in the estimation of the calcification rate as their 

respective contribution do not reach the maximum of contribution observed for nitrate and 

irradiance. Temperature seems to play a limiting role in the surface waters of both extremities 

of the transect and is correlated at least in the west of the transect to the maximum of 

temperature (Figure V.6B). Higher contribution of the inorganic carbon system, which is lower 

than the one of the irradiance and nitrate concentration, seems to follow the pattern of the 

maximum calcification rate distribution (Figure V.18A). However, the pCO2 profiles (Figure V.6D) 

through the transect show the low correlation between the distribution of the pCO2 in water 

column and potential calcification rates for E. huxleyi. Again, nitrate and irradiance conditions 

compared to the temperature and inorganic carbon system (here only HCO3
-, H+ and CO2) seems 

to play a higher control on calcification rates estimation through the BIOSOPE transect. 

However, Beaufort et al. (2008) reports the high correlation between calcification and alkalinity 

and calcification saturation state through the BIOSOPE transect. The potential calcification rate 

and growth rate are correlated and their maximum value are almost in the same zone of the 
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transect. In this context, the cellular calcification in pg.cell-1 could be estimated and will have 

the same pattern than the two metabolic rates mentioned above. This trend to increase the 

cellular calcification for E. huxleyi following the DCM was verified by Beaufort et al. (2008), at 

least in the center of the gyre, where they found the heaviest coccoliths and coccospheres. 

These last conclusions bring the hypothesis that even if the potential growth rate is clearly 

controlled by light and nitrate availability, the study of calcification rates needs further 

investigations to bring a correct identification of the factor controlling these metabolic rates.  

By comparing the potential growth rate (Figure V.13) and the potential calcification rate 

(Figure V.17), it appears that the PIC/POC ratio will be potentially higher in the niche at the 

center of the gyre compared with the extremities of the gyre. Between these two zones, the 

calcification rate only decreases of 40-50 % (Figure V.17) whereas the modeled growth rate 

decreases of 90% of its maximum value observed in the surface waters of the upwelling zone 

(Figure V.13). This is mainly because the sensitivity of growth and calcification rate to nitrate is 

different, leading to a greater decrease in growth rate, compared to calcification, in the deep 

niche. This predicted change in the PIC/POC ratio occurs in the deepest part of the niche; 

therefore it will affect a relatively small part of the E. huxleyi population. Nevertheless, it will be 

important to verify this observation with laboratory experiments and on-board incubation 

experiments. 

 

 

D. Conclusion 

Estimation of in situ growth and calcification rates via experimental (Laws, 2013; Poulton et 

al., 2014; Selph et al., 2011) and modelling approaches are both necessary to study these two 

metabolic rates in the ocean for coccolithophores and specifically for the most common and 

cosmopolitan coccolithophores, E. huxleyi. The wide number of laboratory studies carried out 

on E. huxleyi and the wide diversity of available data allow investigating the dependence of 

growth and calcification rates to four key environmental factors using a database and in situ 

data. Both estimates defined in this work highlight the maximum of growth and calcification 

rates following the nitracline, the DCM, the bottom of the euphotic layer and the maximum of 

coccosphere per mL which supports the conclusion that there is a strong light and nitrate 

control on these estimations in this transect. Further investigations are needed to better 

estimate the in situ growth and calcification rates of E. huxleyi in oligotrophic environment and 

in global ocean and then, contribute widely to the understanding of the rain ratio of this species 

to deep ocean. 
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Supplementary material  

Mass action laws used to find the concentration of H+, CO2 and HCO3
- 

These relations can be found in the book of Zeebe and Wolf-Gladrow (2001): 
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Table S1. Lists of the 13 unknown parameters used in the mass balances equations and the 

known variables through the transect (a = calculation taken from Zeebe and Wolf-Gladrow 

(2001) with a salinity taken from the database varying along the transect).  

List of unknown parameters 

CO3
2-

, HCO3
-
, CO2 

BOH4
-
, BOH3 

PO4
3-

, H3PO4, H2PO4
-
, HPO4

2-
 

H4SiO4
4-

, H3SiO4
3-

 

H
+
, OH

-
 

List of known variables 

Temperature Temp (°C) 

Pression P = depth +1/10 (bar) 

Salinity Sd 

Total alkalinity TA (mol.kg-
1
) 

Total carbon TC (mol.kg-
1
) 

Total silica TSi (mol.kg-
1
) 

Total phosphorus TPO4 (mol.kg-
1
) 

a
Total boron TB (mol.kg-

1
) = 416*(Sd/35)*10

-6
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4. Conclusion du chapitre 

La présence de coccolithophoridés dans le gyre le plus oligotrophe des gyres subtropicaux 

et le fait qu’un nombre limité d’études ont été faites jusqu’à maintenant sur les assemblages de 

ce groupe phytoplanctonique majeur à des profondeurs aussi élevées en font une priorité pour 

mieux comprendre la distribution des coccolithophoridés dans l’océan global. Le taux de 

croissance potentiel d’E. huxleyi est estimé comme étant maximal au sein de la DCM alors qu’il 

n’est dépendant que de la lumière et de la concentration en nitrate. Par conséquent les 

estimations qualitatives faites dans ce travail à la station GYR au centre du gyre Pacifique-Sud 

sont tout à fait cohérentes avec la théorie de Klausmeier and Litchman (2001) qui prend en 

compte les mêmes variables environnementales. Cependant, la mortalité et l’export vertical des 

cellules ne doivent pas être négligés pour obtenir un taux de croissance réel. De plus amples 

études de terrain et analytiques devraient permettre de meilleures estimations du taux de 

croissance in situ ainsi que du taux de calcification de l’espèce E. huxleyi. L’étude de ces deux 

taux métaboliques devra par la suite être accompagnée par l’estimation in situ du taux de 

photosynthèse. Ce taux métabolique est en effet primordial pour la compréhension de la 

physiologie des cellules d’E. huxleyi, et permettrait alors d’estimer le rapport calcification/ 

photosynthèse dans l’océan et donc d’envisager une possible étude de l’export vertical de 

carbone par l’espèce E. huxleyi vers l’océan profond au sein des gyres oligotrophes. Ceci reste 

encore à explorer de par les nombreuses limitations dans la reproduction de la réalité par cette 

approche analytique et dans le fait de considérer que certains facteurs environnementaux pour 

réaliser les estimations des taux métaboliques. 
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Ce travail de thèse, via plusieurs approches, de l’expérience de laboratoire à l’étude de 

données in situ en passant par la modélisation, a permis des avancées importantes quant à la 

compréhension de l’effet d’une co-limitation lumière et nutriments sur la physiologie du 

coccolithophoridé Emiliania huxleyi. Cette étude, bien que restreinte à une espèce d’un des 

grands groupes phytoplanctoniques, étoffe les connaissances déjà acquises sur le groupe des 

coccolithophoridés et soulève de nouvelles hypothèses sur le comportement physiologique d’E. 

huxleyi  qui devront être élucidées dans les années à venir. 

 

 

Effets d’une co-limitation lumière-nutriments sur la physiologie d’E. huxleyi 

en laboratoire 

 

Les deuxième et troisième chapitres de cette thèse visent à mieux comprendre la 

physiologie du coccolithophoridé E. huxleyi in vivo, tout d’abord en limitation en nutriments 

puis en diminuant la lumière ; et ensuite, en co-limitation de nutriments et lumière. De manière 

générale, le terme de limitation que ce soit pour la lumière ou pour les nutriments désigne, en 

culture, un effet inhibiteur du taux de croissance instantané comme décrit par les expériences 

de laboratoire présentées dans ce manuscrit (chapitres II et III). Cependant, si une limitation en 

nutriment en batch signifie une consommation totale du nutriment, une limitation en lumière 

ne désigne pas nécessairement une absence de lumière mais plutôt une diminution de cette 

intensité lumineuse. En réalité, une « limitation en lumière » tend à limiter la synthèse du 

carbone organique, comme décrit dans l’équation de la photosynthèse (voir équation I-1), et 

donc la quantité d’énergie disponible pour la cellule ce qui affectera le métabolisme cellulaire. 

Rares sont les expériences de cultures sur E. huxleyi ayant combiné ces deux effets 

environnementaux simultanément. Une des exceptions est le travail réalisé par Leonardos and 

Geider (2005) qui ont cultivé en chemostat une souche non calcifiante dans le but d’étudier les 

effets de la lumière et d’une augmentation de la pCO2 sur la production de carbone organique 

de cellules limitées en nitrate et phosphate. La comparaison avec les expériences présentées 

dans ce manuscrit est donc restreinte par le nombre limité d’expériences de culture ayant testé 

ces conditions et par le choix d’utiliser une souche non-calcifiante fait par Leonardos and Geider 

(2005).  

Les expériences de culture réalisées dans le cadre de cette thèse nous ont montré que les 

réponses de la souche RCC911 d’E. huxleyi à une limitation en nitrate, en phosphate ou à une 

limitation en lumière sont différentes. Ces réponses sont, par ailleurs, souvent en accord avec 

les effets déjà reportés dans de précédents travaux sur le comportement d’E. huxleyi dans ces 
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conditions de limitation (ex : Langer et al., 2013; Müller et al., 2008 ou encore Oviedo et al., 

2014). Pour mieux comprendre la co-limitation en nutriments et en lumière, il est important, en 

plus des conditions contrôles, d’étudier les deux effets indépendamment l’un de l’autre.  

 

Tout d’abord, la réponse morphologique des cellules à une limitation en phosphate est bien 

plus visible que celle due à une limitation en nitrate. En effet alors que la taille des cellules et 

coccosphères augmentent de façon importante pour les expériences limitées en phosphate, 

elles restent équivalente à l’expérience contrôle pour les expériences limitées en nitrate (voir 

Figure VI.1). Ces mêmes observations ont été aussi faites par exemple par Langer et al. (2013); 

Müller et al. (2008); Oviedo et al. (2014); Paasche (1998) et Riegman et al. (2000) qui montrent 

à chaque fois cette même réponse d’E. huxleyi à des conditions de limitation en phosphate par 

rapport à l’expérience contrôle et celle limitée en nitrate. Cette réponse commune de plusieurs 

souches d’E. huxleyi confirme d’une part que l’effet physiologique observé lors d’une limitation 

en phosphate n’est pas spécifique à la souche et supporte d’autre part la conclusion faite par 

Müller et al. (2008) selon laquelle une limitation en phosphate inhibe la réplication d’ADN, 

ralentit par conséquent la division cellulaire et génère donc des cellules plus grosses.  

 

                                 

Figure VI.1 : Images en MEB d’une cellule limitée en phosphate (A) et limitée en nitrate (B). Images 

à la même échelle prises des expériences RCC911 en forte lumière. 

 

Si la réponse de la souche RCC911 aux limitations en nutriments s’avère différente 

concernant la morphologie des cellules, celles-ci ont des effets similaires sur les quotas 

cellulaires en carbone inorganique particulaire (PIC) et en carbone organique particulaire (POC). 

Cependant encore une fois l’effet est bien plus important pour les cellules limitées en 

phosphate, alors que la réponse des cellules vis-à-vis d’une limitation en nitrate est bien plus 

A B 
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modérée. Les quotas cellulaires en PIC et POC dans les expériences limitées en phosphate et en 

nitrate sont supérieurs à ceux des expériences contrôles, et les cultures ont des temps de 

génération plus longs du fait de la limitation en nutriment. Les différences de taille observées 

lors de la limitation sont donc en accord avec le fait que la taille de la cellule est dépendante du 

temps de génération et de la biomasse de la cellule (Aloisi, 2015). Les deux limitations en 

nutriments, nitrate et phosphate, induisent une augmentation du rapport PIC :POC par rapport 

aux expériences contrôles. Cette dernière observation indique donc par ailleurs que le 

processus de calcification est favorisé par une limitation en nutriments par rapport au processus 

de photosynthèse. Ceci est en accord avec la revue réalisée par Raven and Crawfurd (2012) et 

les précédentes conclusions issues des résultats obtenus sur des cultures en laboratoire 

(Linschooten et al., 1991; Paasche, 1998 et Riegman et al., 2000).  

 

Fritz (1999) et Paasche (1998) expliquent cette augmentation de la calcification des cellules 

limitées en nitrate ou en phosphate par un nombre plus important de coccolithes autour de la 

cellule. L’augmentation modérée en PIC des cellules limitées en nitrate observée dans cette 

thèse et dans de nombreuses expériences de cultures sur E. huxleyi pourrait donc être due à 

deux effets : 1) les cellules limitées en nitrate ont un nombre moins élevé de coccolithes autour 

de la cellule que les cellules limitées en phosphate (Fritz, 1999; Paasche, 1998) et 2) les 

coccolithes seraient sous-calcifiés en limitation en nitrate et sur-calcifiés en limitation en 

phosphate (Paasche, 1998). Ces hypothèses peuvent être validées pour les expériences 

réalisées dans cette thèse et sont en effet confirmées en partie par la  Figure VI.1 : la cellule 

limitée en phosphate semble avoir plus d’une couche de coccolithes (2 ou 3) et les coccolithes 

semblent plus calcifiés que ceux de la cellule limitée en nitrate. De plus, l’épaisseur de la couche 

calcifiante des cellules peut être calculée par soustraction de la taille des cellules à celle des 

coccosphères et permet de confirmer nos observations : l’épaisseur calculée est de 1.29 µm 

(1.02 µm) pour les cellules limitées en phosphate, et de 0.96 µm (0.80 µm) pour les cellules 

limitées en nitrate en « forte » lumière (« faible » lumière). Sachant que la taille des coccolithes 

n’augmente que très peu pour l’expérience limitée en phosphate et en nitrate (voir Figure III.8 

du chapitre III), un nombre plus important de coccolithes est confirmé pour les deux limitations 

en nutriments. Ainsi l’augmentation plus importante en PIC pour les cellules limitées en 

phosphate est bien due à ce nombre plus élevé plutôt qu’à une augmentation en longueur des 

coccolithes.  

L’hypothèse concernant la sur-ou sous-calcification des coccolithes aurait pu être vérifiée en 

utilisant la méthode de reconnaissance des coccolithes (SYRACO pour « Système de 
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Reconnaissance Automatique de Coccolithes) développée par Beaufort and Dollfus (2004) qui 

permet de déterminer leur contenu en calcite. Si des échantillons ont, en effet, été pris à la fin 

des expériences afin de faire ces analyses, la qualité de ceux-ci n’a pas permis de les mener à 

bien. 

 

Nous n’avons pas pu mettre en évidence de relation significative entre la taille des 

coccosphères et celle des coccolithes dans nos expériences sur E. huxleyi (Figure III.10B du 

chapitre III) alors qu’elle a été mise en avant dans des fossiles de Coccolithus pelagicus par Gibbs 

et al. (2013). Cette relation varie cependant de manière intra et interspécifique selon l’espèce 

étudiée. En effet, Coccolithus pelagicus est connu pour ne pas pouvoir former plusieurs couches 

de coccolithes contrairement à E. huxleyi (Gibbs et al., 2013; Hoffmann et al., 2015) ce qui 

implique une relation plus plausible pour Coccolithus pelagicus et souche-spécifique pour E. 

huxleyi. La taille des coccosphères va dépendre du nombre de coccolithes autour de la cellule 

donc par conséquent une augmentation de la longueur des coccolithes n’induit pas forcément 

une augmentation de la taille des coccosphères si le nombre de coccolithes diminue. Il en est de 

même pour la relation entre le quota en PIC par coccolithe et la taille des coccosphères qui n’est 

pas vérifiée pour l’espèce E. huxleyi car le nombre de coccolithes peut varier de façon 

importante. 

Par ailleurs, il existe une corrélation entre le quota cellulaire de POC et la taille des cellules 

internes, qui n’a pas été observée dans le chapitre III de par un nombre restreint d’expériences 

et des barres d’erreur importantes sur les valeurs mesurées, mais qui a été clairement définie 

dans l’étude de Aloisi (2015) chez différentes espèces de coccolithophoridés. Cette tendance est 

aussi mise en avant dans la Figure VI.2 et montre ainsi que cette relation, quoique non 

significative dans mes expériences, est commune aux espèces de coccolithophoridés. Cette 

corrélation entre le POC et le volume des cellules peut être utilisée comme un moyen de 

vérification du POC pour les analyses in situ ou en laboratoire si la taille des cellules est définie. 

Dans un contexte plus large, si des changements environnementaux induisent une variation de 

la taille des cellules (comme par exemple la limitation en phosphate mentionnée plus haut), 

cette relation permettra de déduire facilement le quota cellulaire en POC.  

La relation entre le POC et le volume de la cellule, déjà élaborée par  Menden-Deuer and 

Lessard (2000) pour plusieurs groupes de phytoplancton, a été utilisée par Hoffmann et al. 

(2015). Grâce à plusieurs méthodes de microscopie, d’imagerie et de sections des coccosphères, 

ces auteurs utilisent cette relation pour déterminer le quota cellulaire en POC et la relation 

définie par Langer et al. (2009) et Young and Ziveri (2000) pour déterminer le quota cellulaire en 
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PIC. Ainsi ils peuvent étudier la densité et la vitesse de sédimentation des coccosphères 

individuelles. 

 

Figure VI.2 : Relation entre le quota cellulaire de POC et le volume des cellules. Données prises 

dans la littérature et reportées dans la base de données réalisée par Aloisi (2015). Pour Emiliania 

huxleyi : Bach et al. (2011); Borchard et al. (2011); De Bodt et al. (2010); Fiorini et al. (2011); Iglesias-

Rodriguez et al. (2008); Kaffes (2010); Lefebvre et al. (2012); Matthiessen et al. (2012); Müller et al. 

(2012); Riegman et al. (2000); Sciandra et al. (2003). Pour E. huxleyi (RCC911) : expériences 

présentées dans ce manuscrit. Pour Calcidiscus leptoporus : Fiorini et al. (2011); Langer et al. (2006). 

Pour Syracosphaera pulchra : Fiorini et al. (2011). Pour Coccolithus braarudii : Krug et al. (2011). 

 

Ces relations présentent aussi un intérêt pour d’autres domaines comme la 

paléoocéanographie. En effet, comme décrit dans Bolton et al. (2016), la masse des coccolithes 

est utilisée comme un indicateur de la calcification cellulaire dans le Pléistocène11 et les 

sédiments récents, et est induite par des changements de taille de cellule aussi bien que du 

degré de calcification. Ces relations morphologiques avec les taux métaboliques sont donc des 

atouts majeurs pour l’étude des sédiments et pour permettre de reconstruire la calcification des 

coccolithophoridés sur des échelles de temps très longues où des changements importants en 

taille de cellules et de coccolithes ont été observés.  

 

 La compréhension de la co-limitation nutriment-lumière sur la physiologie d’E. huxleyi 

se trouve au centre de cette thèse et reste un aspect peu compris et peu étudié pour les 

                                                           
11

 Première époque géologique du Quaternaire qui s’étend de 2.6 millions d’années à 12000 ans avant JC. 
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coccolithophoridés. Les expériences décrites dans ce manuscrit permettent d’établir de 

nouvelles hypothèses quant à la réponse physiologique d’E. huxleyi à une co-limitation 

nutriment-lumière. Ces expériences ont notamment montré que les cellules ont un quota 

cellulaire de POP plus faible en conditions de diminution en lumière et limitation en phosphate. 

Nous pouvons donc en conclure qu’avec une même concentration de phosphate inorganique 

initiale, les cellules limitées en phosphate et en lumière ont un besoin plus faible en phosphore 

(et en azote) que celles cultivées à plus forte lumière, ce qui leur permet d’atteindre des 

densités cellulaires plus élevées avant la phase stationnaire (non observées ici ; voir chapitre III) 

(Gerecht et al., 2014). Des observations similaires ont été faites par Leonardos and Geider 

(2005) pour leur souche non-calcifiante. En effet, leurs cultures, en condition normale de pCO2, 

ont un quota de POP plus faible lorsqu’une diminution de lumière est appliquée à des cellules 

limitées en phosphate. Cette réponse physiologique des cellules d’E. huxleyi à une co-limitation 

lumière-phosphate pourrait s’expliquer par le fait qu’une diminution en lumière engendre une 

diminution de l’activité photosynthétique qui entraine une baisse de l’apport énergétique et de 

la synthèse de molécules organiques (carbone organique dissous). Ainsi les besoins nutritifs des 

cellules seraient diminués car leur métabolisme est ralenti. Cette hypothèse amène à penser 

que la diminution des besoins nutritifs des cellules en conditions de co-limitation lumière-

nutriments serait similaire pour les cellules limitées en nitrate et exposées à une faible lumière. 

Cependant, cette réponse n’est pas observée dans les expériences de cultures présentées dans 

ce manuscrit, les besoins en azote et en phosphore étant plus élevés (quotas de PON et de POP 

plus élevés) pour les cellules co-limitées en nitrate et lumière que lorsque l’intensité lumineuse 

est plus importante. Nos expériences révèlent donc des réponses physiologiques différentes des 

cellules à une co-limitation phosphate-lumière et nitrate-lumière, ce qui mérite d’être 

approfondi dans les années à venir. 

Alors que Müller et al. (2008) décrivent les processus intracellulaires inhibés par une 

limitation en phosphate (réplication d’ADN) ou en nitrate (inhibition de la synthèse de protéines 

et donc de biomasse), ce travail amène à se demander quel est l’effet d’une diminution en 

lumière sur ces deux processus et suggère donc de futures études pour élucider cet effet sur la 

physiologie d’E. huxleyi. 

 

Ce travail en laboratoire ouvre donc la voie à de futures expériences de cultures qui seront 

primordiales pour explorer plus amplement les réponses physiologiques d’E. huxleyi et d’autres 

coccolithophoridés à des conditions de co-limitation en nutriments et en lumière. Pour ce faire, 

il serait nécessaire d’étendre la gamme de valeurs d’intensité lumineuses à tester en cultures et 

déterminer de façon plus précise la lumière de saturation pour la croissance, la calcification et la 
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photosynthèse. De plus, et pour finir cette partie, les futures expériences doivent, dans la 

mesure du possible, tester plusieurs souches pour s’affranchir ou pour déceler une réponse 

physiologique spécifique de la souche étudiée (Langer et al., 2006, 2009).  

 

 

Apports de la modélisation pour l’obtention de paramètres physiologiques 

d’E. huxleyi liés aux ressources nutritives 

 

La modélisation, approche décrite dans le chapitre IV de ce manuscrit, est un outil 

analytique ingénieux qui permet, dans le contexte de l’océanographie biologique, de simuler le 

métabolisme d’organismes planctoniques et d’étudier leur rôle dans les écosystèmes. Le 

parallèle avec les données récoltées lors d’expériences réalisées en laboratoire permet de 

calibrer ces modèles ou d’en extraire les informations requises par une autre approche que celle 

purement expérimentale.  

Dans cette thèse, la modélisation a été utilisée pour simuler des expériences de croissance 

de cellules d’Emiliania huxleyi en conditions de limitation en nutriment, et en « forte » et 

« faible » lumière. Un modèle simple de Monod (Monod, 1949) et de Droop (Droop, 1968) ont 

été présentés, mais seul le modèle de Droop a permis de reproduire les expériences de cultures 

simulées. Il a, par conséquent, été utilisé afin d’obtenir des informations physiologiques 

fondamentales quant à l’assimilation de nutriments. Dans un premier temps, comme décrit 

dans le chapitre IV, le modèle de Droop a permis l’obtention de variables physiologiques au 

cours du temps, difficilement accessibles de façon si régulière avec des cultures faites en batch. 

Ces variables sont par exemple le rapport de quotas cellulaires du carbone sur l’élément 

limitant, le taux de croissance instantané ou encore le quota cellulaire de l’élément limitant au 

cours du temps. Dans un second temps, la simulation de la croissance cellulaire d’E. huxleyi avec 

les équations de Droop a fourni des paramètres physiologiques tels que le taux de croissance 

maximal, la constante de demi-saturation pour l’absorption d’un nutriment ou encore le taux 

maximal d’absorption d’un nutriment. Ces paramètres physiologiques servent notamment à 

décrire l’affinité et la capacité d’absorption d’un nutriment par un groupe d’organisme ou une 

espèce, d’en déduire un comportement compétitif vis-à-vis d’autres groupes 

phytoplanctoniques et ainsi de mieux comprendre leur distribution biogéographique (Litchman 

et al., 2007). 

Les résultats de la modélisation des expériences de cultures nous montrent avec évidence 

que les cellules d’E. huxleyi peuvent continuer à produire de la biomasse et à se diviser pendant 

quelques cycles cellulaires lorsque le nutriment limitant est entièrement consommé dans le 
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milieu. Ce phénomène est possible par l’existence de réserves internes de nutriment qui 

supportent la croissance et la division cellulaire pendant ces quelques jours (2-3 jours) (Bernard, 

2011). Ces réserves internes non considérées dans la théorie de Monod, où tout élément 

nutritif absorbé par la cellule est directement transformé en biomasse, explique pourquoi le 

modèle de Monod ne reproduit pas les données expérimentales. Par conséquent, le modèle de 

Monod ne se prête pas à la simulation de croissance de microalgues en conditions de limitation 

en nutriments (Bernard, 2011), contrairement au modèle (ou théorie) de Droop utilisé plus 

largement (Benavides et al., 2015, 2015; Bougaran et al., 2010; Flynn, 2008a, 2008b; Litchman 

et al., 2004; Sommer, 1991). Ce travail de thèse de modélisation a confirmé que la théorie de 

Monod n’est pas adaptée à la reproduction de la croissance cellulaire d’E huxleyi, ce qui est 

aussi valable pour la croissance cellulaire de tous les coccolithophoridés. 

 

 Les paramètres physiologiques estimés pour l’espèce E. huxleyi dans ce travail sont 

cohérents avec la littérature. Cependant, ces paramètres restent encore trop peu estimés et le 

peu d’études s’intéressant à ceux des coccolithophoridés estiment majoritairement les 

paramètres physiologiques relatifs à l’assimilation du nitrate et à l’espèce E. huxleyi (Eppley et 

al., 1969; Litchman et al., 2007; Marañón et al., 2013; Riegman et al., 2000; Terry, 1982). Ceci 

nous a donc amené à comparer les caractéristiques physiologiques vis-à-vis de l’assimilation du 

nitrate entre E. huxleyi et les autres groupes phytoplanctoniques tels que les diatomées, les 

dinoflagellés, les chlorophytes et les cyanobactéries (voir Figure IV.16 du chapitre IV).  

Alors que la capacité de stockage de l’azote par les coccolithophoridés, et plus 

spécifiquement par E. huxleyi, est intermédiaire (QminN,
 quota minimum ou subsistant en azote 

intermédiaire), leur taux maximal d’absorption du nitrate (VmaxN) est plutôt faible par rapport 

aux autres groupes phytoplanctoniques étudiés. Ces deux paramètres sont corrélées 

linéairement avec la taille des cellules du groupe considéré (Litchman et al., 2007; Marañón et 

al., 2013) ce qui signifie que plus la taille de la cellule sera grande plus elle pourra stocker un 

quota minimum d’azote et plus sa capacité d’absorption du nitrate sera importante. Dans le cas 

d’E. huxleyi, les cellules font partie du moyen (voire petit) phytoplancton ce qui est cohérent 

avec les conclusions précédentes. L’affinité d’E. huxleyi pour le nitrate est assez forte (KN 

intermédiaire) par rapport aux autres groupes étudiés (Litchman et al., 2007) ce qui rejoint les 

observations faites dans la littérature comme quoi E. huxleyi est une espèce « affinity-adapted » 

(Sommer, 1984) qui peut vivre dans des environnements oligotrophes. De plus, cette espèce a 

une forte capacité de conversion des nutriments en biomasse mise en avant par son taux de 

croissance maximum supérieur à celui des autres groupes phytoplanctoniques étudiés (voir 

Figure IV.16D du chapitre IV) (Marañón et al., 2013). Cependant, il est important de préciser que 
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les coccolithophoridés, et notamment E. huxleyi, occupent une place intermédiaire entre les 

groupes phytoplanctoniques s’ils sont tous considérés (cyanobactéries non considérés dans 

l’étude du KN par Marañón et al., 2013 ; voir Figure IV.16C du chapitre IV). Ceci témoigne de leur 

capacité à croître dans des environnements divers et donc de leur répartition cosmopolite dans 

l’océan. En effet, alors qu’E. huxleyi est connue pour former de larges efflorescences dans 

l’Atlantique Nord (Holligan et al., 1993a), cette espèce est aussi fortement distribuée dans les 

upwellings côtiers (ex: Henderiks et al., 2012) et a été observée régulièrement dans les 

assemblages issus des gyres oligotrophes (Beaufort et al., 2008; Okada and McIntyre, 1979). 

 

Nous avons pu voir que la détermination de la constante de demi-saturation pour 

l’absorption de l’élément limitant, KR, via le modèle de Droop s’est avéré la plus délicate parmi 

les paramètres estimés. Si nos estimations de la constante relative à l’absorption du nitrate KN 

semblent bien correspondre aux précédentes études, il est plus compliqué de comparer la 

constante KP qui a été très peu déterminée pour E. huxleyi. Une exception est le travail 

expérimental de Riegman et al. (2000) qui détermine une affinité d’E. huxleyi bien plus forte 

pour le phosphate que pour le nitrate. Cette conclusion, reprise par les revues de Paasche 

(2002) et Zondervan (2007) en s’appuyant uniquement sur le travail de Riegman et al. (2000), 

serait une explication quant à la capacité d’E. huxleyi à former des efflorescences dans des eaux 

limitées en phosphate comme décrit dans Tyrrell and Merico (2004). Cette affinité importante 

pour le phosphate par rapport au nitrate n’a pas été mise en avant dans ce travail de thèse où 

les valeurs des constantes KN et KP se trouvent dans le même intervalle de valeurs. De futures 

déterminations de ce paramètre essentiel sont nécessaires pour confirmer les conclusions 

quant à l’affinité d’E. huxleyi pour le nitrate et le phosphate et ainsi en déduire des relations 

avec sa distribution biogéographique dans l’océan.  

Un autre paramètre, le paramètre KQ sans dimension utilisé dans l’équation du nQuota de 

Flynn (2008a) (équation IV-6), nécessiterait davantage d’intérêt afin d’en comprendre les bases 

physiologiques et définir plus précisément son intervalle de valeur pour E. huxleyi.  

 

Ce travail offre, malgré tout, une avancée significative dans l’estimation des paramètres 

physiologiques de l’espèce E. huxleyi quant à l’assimilation d’un nutriment (nitrate ou 

phosphate). Cependant, le manque d’étude à ce sujet reste un frein à la discussion et à 

l’élaboration de conclusions. De futurs travaux pourraient aider à diminuer ces incertitudes sur 

les estimations réalisées via le modèle de croissance cellulaire de Droop. Pour ceci, il serait 

intéressant de simuler les données expérimentales de Marañón et al. (2013), mentionnées dans 
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le chapitre IV, qui ont cultivé 22 espèces différentes de 6 grands groupes phytoplanctoniques en 

batch et ont déterminé expérimentalement les quotas cellulaires en azote minimaux et 

maximaux, les taux d’absorption en nitrate et les taux de croissance maximaux. Cette simulation 

permettrait de vérifier que les valeurs des paramètres simulés correspondent correctement aux 

paramètres définis expérimentalement et permettrait donc de confirmer la validité du modèle. 

 

Le modèle de Droop est un outil utile d’étude de l’abondance des éléments nutritifs 

limitants par rapport au carbone dans la cellule (Flynn, 2008a). Alors que l’absorption du 

nutriment limitant par la cellule est bien évidemment affecté par la limitation de ce nutriment 

dans le milieu, l’absorption des ou du nutriment non limitant sera aussi impactée par cette 

limitation et peut être étudiée en analysant les quotas cellulaires et les rapports cellulaires par 

rapport au carbone (Zonneveld, 1996). Cette observation a été, de plus, mise en avant dans la 

première partie de cette discussion où les quotas POP et PON varient de façons différentes 

selon la limitation appliquée dans les expériences de cultures avec E. huxleyi. 

Cet intérêt pour mieux comprendre la variation de l’élément non limitant en limitation d’un 

autre nutriment nous a, par conséquent, amené à utiliser la base de données de Aloisi (2015) 

sur les expériences de cultures réalisées sur les coccolithophoridés. Cette base de données a été 

filtrée afin de sélectionner uniquement les expériences réalisées avec l’espèce E. huxleyi en 

conditions de limitation en nitrate ou phosphate et en conditions de culture spécifiques telles 

que: une pCO2 entre 250 et 550 µatm, une température entre 14 et 20°C et une irradiance entre 

120 et 400 µmol photons.m-2.s-1. La Figure VI.3 a donc été réalisée dans le but d’obtenir un 

profil de l’effet d’une limitation en nitrate ou en phosphate sur la relation entre le taux de 

croissance et le rapport entre l’élément limitant et le carbone.  

 

Alors que les expériences en chemostat fournissent des taux de croissance stables même 

en limitation en nutriment, les expériences en batch en conditions de limitation en nutriment 

ne permettent pas de déterminer un taux de croissance pour la totalité de l’expérience (voir 

chapitre III et Langer et al., 2013). Par conséquent, les expériences en batch sont représentées 

par les données avec un taux de croissance de zéro et les expériences en chemostat ont, quant 

à elles, un taux de croissance supérieur à zéro. Comme discuté dans la première partie de cette 

discussion, les quotas cellulaires donnent une information sur les besoins nutritifs des cellules 

dans des conditions environnementales définies. Par conséquent, il en sera de même pour les 

rapports PON :POC et POP :POC (ou POC :PON et POC :POP). Ceux-ci, en conditions de limitation 

en nutriments, se retrouvent toujours inférieurs au rapport de Redfield : 0.151 pour N/C et 

0.0094 pour P/C et diminuent avec le taux de croissance de l’expérience (voir Figure VI.3). Ceci 
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est cohérent avec le principe de limitation en nutriments mais nous pouvons noter que cette 

figure montre la même réponse pour l’élément non limitant, ce qui révèle un des effets 

indirects de la limitation en nutriments sur les rapports des quotas cellulaires avec le carbone. 

 Cette figure est inspirée du travail de Flynn (2008a) qui, lui, définit la valeur de KQ de 

l’élément limitant en ajustant l’équation du nQuota (équation IV-6) à la courbe obtenue en 

représentant le taux de croissance en fonction du rapport de cet élément avec le carbone pour 

les données de cultures de diatomées. Cette méthode pourrait apporter de nouveaux éléments 

quant à la détermination du paramètre assez mystérieux KQ et pour l’étude des rapports 

élémentaires d’E. huxleyi en conditions de limitation en nutriments. La base de données réalisée 

par Giovanni Aloisi, présentée dans Aloisi (2015) et mentionnée plusieurs fois dans ce manuscrit 

pourrait être un outil primordial pour effectuer ces futures études. 

 

 

Figure VI.3 : Rapport de l’élément limitant sur le carbone et de l’élément non limitant sur le 

carbone pour l’azote et le phosphore, pour E. huxleyi. Figure réalisée avec les données prises dans 

la base de données de Aloisi (2015) et filtrée. Les références sont : Borchard et al. (2011); Engel et al. 

(2014); Langer et al. (2013); Leonardos and Geider (2005); Müller et al. (2012); Oviedo et al. (2014); 

Riegman et al. (2000); Rouco et al. (2013) et les expériences présentées dans ce manuscrit avec 

RCC911.  

  

Dans un contexte plus large, l’étude de la relation entre les taux de croissance des cellules 

d’E. huxleyi et leur rapport élément limitant/C ainsi que l’étude de l’effet d’une limitation en 

nutriment sur le quota de l’élément non limitant sont des approches nécessaires afin de mieux 

comprendre, dans les années à venir, le comportement d’E. huxleyi dans des régions limitées en 

nutriments. En effet, Tyrrell and Merico (2004) reportent que certaines efflorescences de cette 
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microalgue ont lieu dans des eaux limitées en phosphate et que d’autres sont plutôt observées 

dans des eaux limitées en nitrate. De plus, les niches profondes de coccolithophoridés, 

observées dans les gyres subtropicaux océaniques, sont des écosystèmes spécifiques où l’apport 

vertical en nutriments est faible, générant une limitation en nutriment en surface jusqu’à la 

limite de la DCM et où E. huxleyi peut vivre (Beaufort et al., 2008; Haidar and Thierstein, 2001; 

Okada and Honjo, 1973).  

 

 

Les niches profondes, environnements potentiellement importants pour la 

croissance d’E. huxleyi 

 

L’étude de la présence d’E. huxleyi et des conditions environnementales qui permettent sa 

croissance dans le gyre du Pacifique-Sud a été réalisée grâce à la combinaison de la littérature, 

de la base de données, filtrée, de Aloisi (2015) et des paramètres physiologiques estimés pour E. 

huxleyi suite au travail de modélisation fait dans le cadre de cette thèse. Une méthode 

exploratoire a été proposée dans le chapitre V pour estimer le taux de croissance et le taux de 

calcification potentiels d’E. huxleyi le long du transect BIOSOPE. Ces paramètres, contrôlés en 

grande partie par les gradients horizontaux et verticaux de nitrate et d’irradiance, ont montré 

des maxima à une profondeur où les nutriments sont détectables et où la disponibilité en 

lumière est suffisante pour permettre la croissance des cellules. Cette zone correspond par 

ailleurs à l’emplacement de la concentration maximale en coccosphères rapportée par Beaufort 

et al. (2008) et à la DCM observée par Claustre et al. (2008). Comme le concluent Beaufort et al. 

(2008), cette présence d’E. huxleyi à plus de 100 m de profondeur met en évidence une niche 

distincte de celle de forte irradiance proposée par Nanninga and Tyrrell (1996).  

L’espèce E. huxleyi est connue en effet pour ne montrer aucun signe de photoinhibition 

même à des irradiances très élevées (Nanninga and Tyrrell, 1996; Nielsen, 1997). Il a été 

proposé que cette caractéristique d’E. huxleyi pourrait être expliquée par la dissipation de 

l’énergie en excès grâce à la calcification (Nanninga and Tyrrell, 1996; Paasche, 2002; Trimborn 

et al., 2007), qui permettrait ainsi à cette espèce de croitre dans des environnements très 

lumineux comme dans les eaux de surfaces. De plus, alors que la calcification pourrait protéger 

les cellules des irradiances trop élevées, elle pourrait aussi permettre de rediriger la lumière 

dans la cellule lorsque celle-ci est trop faible et lui permettre d’être privilégiée dans des 

environnements limités en lumière (Paasche, 2002). Ceci pourrait donc être une explication à la 

présence de cette espèce à de telles profondeurs dans les gyres subtropicaux. 
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Les niches profondes de coccolithophoridés ont été étudiées dans le Pacifique-Nord, par 

exemple, par Cortés et al. (2001) et Okada and Honjo (1973) mais aucun d’eux ne reportent des 

Isochrysidales à des profondeurs aussi élevées (entre 150 et 200 m). Ils trouvent de leur côté 

des abondances maximales d’E. huxleyi aux alentours de 100 m de profondeur avec 9.103 cell.L-1 

pour l’étude in situ de Cortés et al. (2001) ou des assemblages dominés par E. huxleyi entre 75 

et 100 m de profondeur pour Okada and Honjo (1973). Tous deux soulignent, malgré tout, la 

dominance de l’espèce d’eaux profondes, Florisphaera profunda, dans les assemblages de 

coccolithophoridés, entre 125 et 200 m de profondeur. Le gyre du Pacifique-Sud est donc 

propice à un écosystème bien particulier et différent des autres gyres où la croissance des 

coccolithophoridés est possible puisque les Isochrysidales y dominent les assemblages même 

dans les eaux profondes autour de 150 m de profondeur (Beaufort et al., 2008).  

L’étendue des valeurs d’abondance de l’espèce E. huxleyi dans les environnements où elle 

a été étudiée est assez impressionnante et montre d’une part les propriétés d’adaptation de 

cette espèce à des environnements variés, tant eutrophes qu’oligotrophes et d’autre part, une 

réponse différente en terme d’abondance cellulaire par unité de volume selon l’environnement 

considéré. Le Tableau VI.1 rapporte quelques valeurs d’abondances cellulaires caractéristiques 

et permet de comparer avec l’abondance cellulaire faible d’une niche profonde. Comme 

attendu, les zones d’efflorescence permettent une abondance cellulaire d’E. huxleyi bien plus 

élevée que les autres environnements, ensuite viennent les upwellings et enfin les niches 

profondes. L’efflorescence de l’Atlantique Nord est une des plus importantes observées dans 

l’océan pour E. huxleyi (Holligan et al., 1993a; Tyrrell and Merico, 2004; Winter et al., 1994). 

L’upwelling du Benguela, pris en référence, fait parti des principaux upwellings côtiers d’Afrique 

de l’ouest (Henderiks et al., 2012; Mitchell-Innes and Winter, 1987). Nous pouvons remarquer 

que l’abondance cellulaire dans une niche profonde telle que le gyre Pacifique-Sud est plus 

faible que celles atteintes à la fin des expériences réalisées en batch. Bien évidemment, ces 

valeurs ne sont pas directement comparables puisque dans une culture en batch, le broutage, la 

turbulence et l’export vertical des cellules ne rentrent pas en compte et que la phase 

exponentielle permet d’obtenir des abondances élevées avant que la limitation en nutriments 

ne soit atteinte. De plus, alors que dans l’environnement l’apport nutritif est relativement 

régulier selon le mélange vertical, la disponibilité en nutriments diminue progressivement 

jusqu’à être quasiment nulle dans les cultures en batch. Ceci amène aussi à un autre point 

important comme quoi les cellules cultivées en batch atteignent leurs limites d’adaptation, alors 

que des expériences en chemostat permettent d’acclimater les cellules à une faible 

concentration en nutriments et ainsi observer leur adaptation à cette limitation (LaRoche et al., 
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2010). Bien évidemment, le type de culture réalisé dépend notamment de la question 

scientifique posée et du matériel à disposition pour effectuer les expériences en laboratoire. 

 

 

Tableau VI.1 : Abondance cellulaire d’E. huxleyi dans une zone d’efflorescence, un upwelling, une 

niche profonde et des cultures en laboratoire, avec la référence correspondante.  

Environnement 
Abondance cellulaire  

(cells L-1) 
Références 

Bloom Atlantique-Nord max
 
10. 10

6
 Holligan et al. (1993) 

Upwelling du Benguela max 1,8.10
6
  Mitchell-Innes and Winter (1987) 

Niche profonde Pacifique-
Sud 

2,2.10
3
  (station GYR ; 150m) Beaufort et al. (2008) 

Cultures en laboratoire ~ 50.10
3
 -150.10

3
 

Perrin et al. (2016), ce travail de 
thèse 

 

 

 

En terme de biomasse, O’Brien et al. (2013) décrivent et estiment la distribution des 

coccolithophoridés dans l’océan global avec les données récoltées et disponibles. Le maximum 

de biomasse dans l’océan global se trouve le long des côtes islandaises (Atlantique Nord) et 

atteint des valeurs de 127.2 µgC.L-1 alors que les valeurs d’environ 20.0 µgC.L-1 sont rapportées 

dans l’océan Pacifique où l’étendue relativement restreinte des observations spatio-temporelles 

contribue en partie à cette faible biomasse. Nous pouvons alors nous demander quelle est la 

contribution en biomasse des niches profondes d’E. huxleyi, ou plus largement des 

Isochrysidales, dans l’océan global. Celle-ci est évidemment bien inférieure à la contribution des 

efflorescences et upwellings. Cependant comme le soulignent McClain et al. (2004), la taille 

immense de ces gyres subtropicaux amène à penser que leur contribution dans la productivité 

biologique phytoplanctonique en général, et plus spécifiquement des coccolithophoridés, est 

sûrement significative.  
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Emiliania huxleyi, une espèce cosmopolite et passionnante, dont la 

physiologie n’est que partiellement comprise 

 

Ce travail de thèse a pu mettre en avant différentes approches complémentaires pour 

enquêter sur les caractéristiques physiologiques d’E. huxleyi et son adaptation à une large 

gamme de conditions environnementales, qui explique sa distribution cosmopolite. 

L’interprétation de la réponse physiologique d’E. huxleyi vis-à-vis d’une co-limitation en 

nutriments et en lumière n’est pas simple et nécessite donc de continuer son étude par le biais 

d’expériences de cultures en laboratoire que ce soit sur l’espèce elle-même, ou sur différentes 

souches. La rareté de ces expériences de culture en co-limitation lumière et nutriments et le 

manque de littérature pour l’estimation des paramètres physiologiques relatifs à l’assimilation 

de nutriments pour E. huxleyi, rendent ce travail de thèse d’autant plus  bénéfique pour la 

communauté scientifique étudiant le phytoplancton et plus spécifiquement, les 

coccolithophoridés. Ce travail et les résultats obtenus pendant cette thèse viennent donc 

alimenter l’objectif commun de mieux comprendre la réponse physiologique d’E. huxleyi à des 

gradients environnementaux, gradients qui sont amenés à changer dans l’océan futur. 
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ANNEXES 

 

ANNEXE 1 : MILIEU K/2 (MILIEU K DILUE) 

K/2(-Tris-Si) (Keller et al., 1987) – modifié par Ian Probert 

To 994 ml of seawater (optional: Heat seawater to 80°C for 2 hours and leave to cool – this 
should kill most organisms but should not chemically modify the medium too much) add: 

Quantity Compound Stock solution (sterile) Final conc. in K medium 

0.5ml NaNO3 48.9542g/litre H2O 288µM 

0.5ml NH4Cl * 0.535g/litre H2O 5µM 

0.5ml NaH2PO4 4.8992g/litre H2O 18µM 

0.5ml FeEDTA solution (see recipe below) (see below) 

0.5ml Trace metal solution (see recipe below) (see below) 

1.0ml f/2 vitamin solution (see recipe below) (see below) 

* Optional 

FeEDTA solution 

To 950ml distilled H2O add: 

Quantity Compound Stock solution Final conc. in K medium 

4.3g (Na)FeEDTA - 5.85µM 

Make up to 1 litre with milliQ H2O, sterilize (filter 0.22µm) and store in fridge. 

 

Trace metal solution 

To 950ml distilled H2O add: 

Quantity Compound Stock solution Final conc. in K medium 

37.22g Na2EDTA.2H2O - 50µM 

1.0ml Na2MoO4.2H2O 7.2585g/litre H2O 0.015µM 

1.0ml ZnSO4.7H2O 23.0g/litre H2O 0.004µM 

1.0ml CoSO4.7H2O 14.055g/litre H2O 0.025µM 

1.0ml MnCl2.4H2O 178.11g/litre H2O 0.45µM 

1.0ml H2SeO3 1.29g/litre H2O 0.005µM 

1.0ml NiCl2.6H20 1.49 g/litre H2O 0.00314µM 

Make up to 1 litre with milliQ H2O, sterilize (filter 0.22µm) and store in fridge. 
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 f/2 Vitamin solution 

To 950ml distilled H2O add: 

Quantity Compound Stock solution Final conc. in K medium 

1.0ml Vit. B12 (cyanocobalamin) 0.5g/litre H2O 0.37nM 

1.0ml Biotin 5.0mg/litre H2O 2.0nM 

100.0mg Thiamine HCl - 0.3µM 

Make up to 1 litre with milliQ H2O, filter sterilize into plastic vials and store in freezer. 

 

After addition of supplements, adjust pH of medium to 8.2 (with 0.2M solution of NaOH) 
For K-ET, add 10-30 ml marine soil extract (ET) 

Sterilization of medium : Filter sterilize through 0.22µm filters (e.g. Millipore Steritop units) into 
sterile (autoclaved) polycarbonate bottles. 
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ANNEXE 2 : PREMIERES EXPERIENCES NON REUSSIES 

 

Pour réaliser la partie “cultures” de cette thèse, il avait été décidé rapidement de mettre 

en place des expériences afin de tester la co-limitation des cultures en lumière et en nutriments, 

et dans un deuxième temps de reproduire les conditions observées dans la niche profonde de 

coccolithophoridés à la station GYR du transect BIOSOPE. Pour ceci, nous avions fixé la lumière 

(30 et 140 µmol.m-2.s-1), le cycle jour:nuit (12:12) et la température (20°C) comme indiqué dans 

les sections 2.2 et 2.4 du chapitre II, et le pH (échelle NBS) à 8.1. Le milieu de culture et le choix 

de la souche sont décrits dans la section 2. Concernant les concentrations non limitantes en 

nitrate et phosphate, nous avions choisi respectivement 100 et 6.25 µmol.L-1. Les 

concentrations limitantes ont, quant à elles, été définies en appliquant un facteur 10 de dilution 

des concentrations non limitantes : 10 et 0.6 µmol.L-1 respectivement pour le nitrate et le 

phosphate, en respectant de plus le ratio N:P de Redfield 16:1 (Langer et al., 2009; Zondervan et 

al., 2002). Par crainte de modifier le système du carbone inorganique dissous pendant 

l’expérience, nous avons arrêté les expériences à une densité cellulaire maximum de 60000 

cells.mL-1 comme reporté dans Zondervan et al. (2002). Ceci a été la première erreur et nous a 

empêché d’atteindre la limitation en nutriments pour les expériences limitées en nitrate et en 

phosphate (voir Figure A2). Nous pouvons en effet remarquer sur la figure A2 qu’après une 

phase initiale de latence, les cultures entrent dans une phase de croissance exponentielle qui 

dure jusqu’à la fin de l’expérience et ainsi n’atteignent pas la phase stationnaire témoignant 

d’une limitation en nutriments. 

 

Malgré tout, nous avons échantillonné les cultures et analysé la matière particulaire, les 

nutriments, le carbone inorganique dissous (DIC) et mesuré les cellules. Les résultats de ces 

expériences ne sont pas exploités ou décrits dans ce manuscrit. Cependant, ce premier travail 

en laboratoire aura permis de faire une liste des précautions à prendre pour réussir à atteindre 

les objectifs fixés (voir liste ci-dessous). Il aura aussi permis d’être personnellement formée sur 

les différents appareils utilisés (cytomètre à flux, microscope électronique à balayage et 

optique, pHmètre, …), de s’intégrer au sein du laboratoire de Roscoff et de collaborer avec les 

ingénieurs qui ont réalisé certaines analyses et enfin, de se familiariser avec le matériel, les 

commandes et les différents salles de manipulations (salle d’incubateurs, salle d’autoclavage, 

salle de microscopie, salle de comptage des cultures,…). 
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Figure A2 : Evolution de la densité cellulaire selon le jour de l’expérience (expériences non 

réussies). Expérience en forte lumière : en conditions « contrôle » (riche en nutriments), P-lim : 

limitée en phosphate, N-lim : limitée en nitrate et N-P lim : limité en nitrate et en phosphate. 

 

Nous avons donc dressé une liste des changements et des précautions à prendre pour les 

expériences suivantes, dont la description de la méthode est faite dans le chapitre II et la 

description des résultats dans le chapitre III de ce manuscrit : 

- tester préalablement les concentrations limitantes en nutriments afin d’atteindre la 

limitation à une densité cellulaire autour de 100000 cells.mL-1 voire 150000 cells.mL-1 

(communication personnelle Gerald Langer)  

- mesurer le pH sur l’échelle total « total scale » et non pas l’échelle « NBS » dont 

l’étalonnage n’est pas adapté à la conductivité ionique de l’eau de mer. 

- utiliser des piluliers en verre et non pas des boîtes de pétri en polyéthylène pour 

échantillonner les filtres pour les analyses de matière particulaire afin d’éviter toute 

contamination. En effet, il peut y avoir une contamination par le polyéthylène lors de la 

décarbonatation et séchage. Pour cette raison, les filtres ont été transférés sur du papier 

aluminium mais étaient dans ce cas plus exposés à l’acide.  

- prendre plusieurs filtres avec un volume filtré de cultures différent pour la microscopie 

électronique à balayage pour être certain d’avoir un nombre de cellules suffisant pour 

faire des mesures statistiquement fiables. 
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ANNEXE 3: BASE DE DONNEES DES EXPERIENCES EN CULTURES SUR E. 

HUXLEYI 

Base de données utilisées dans le chapitre V selon les filtres qui y sont décrits. 

 

Exp. = expériences, C = Chemostat, B = Batch µ= taux de croissance, RCa = Taux de calcification, 

opt. = concentration optimale (non limitée), RCa corrigé et µ corrigé = Valeurs initiales de µ ou 

RCa corrigées avec l’équation de Rost et al. (2002) (équation V-5), RCaIrr et µIrr = références 

utilisées pour le calcul de la dépendance du taux de calcification et du taux de croissance à 

l’irradiance, RCaTemp et µTemp =  références utilisées pou le calcul de la dépendance de RCa 

ou µ à la température, RCaNO3 = références utilisées pour le calcul de la dépendance de RCa à 

la concentration en nitrate et / = signifie que les données en sont pas disponible dans la 

publication. 
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Référence Souche 
Type 

d'exp. 
Jour Nuit Irradiance Température Salinité pCO2 Ca

2+
 NO3 PO4 µ RCa 

RCa 

corrigé  

µ 

corrigé 

RCaIrr / µIrr - C/B heures heures 
µmol photons. 

m
-2

.s
-1

 
°C ‰ µatm 

mmol. 

kg
-1

 

µmol. 

kg
-1

 

µmol. 

kg
-1

 
d

-1
 

pgC. 

cell
-1

.d
-1

 

pgC. 

cell
-1

.d
-1

 
d

-1
 

Müller et al. (2011) PeECE iso B 14 10 125 15 35 380 9.7 100 5 0.48 8.7 8.35 0.46 

Müller et al. (2011) PeECE iso B 14 10 125 15 35 380 9.7 100 5 0.46 8 7.68 0.44 

Müller et al. (2011) PeECE iso B 14 10 125 15 35 380 9.6 100 5 0.53 8.4 8.06 0.51 

Müller et al. (2011) PeECE iso B 14 10 125 15 35 380 9.6 100 5 0.54 9.1 8.74 0.52 

Müller et al. (2011) PeECE iso B 14 10 125 15 35 380 9.7 100 5 0.60 7.7 7.39 0.58 

Müller et al. (2011) PeECE iso B 14 10 125 15 35 380 9.7 100 5 0.61 10.7 10.27 0.59 

Müller et al. (2011) PeECE iso B 14 10 125 15 35 380 9.5 100 5 0.65 8.8 8.45 0.62 

Müller et al. (2011) PeECE iso B 14 10 125 15 35 380 9.5 100 5 0.66 9.4 9.02 0.63 

Müller et al. (2011) PeECE iso B 14 10 125 15 35 380 9.4 100 5 0.67 9.2 8.83 0.64 

Müller et al. (2011) PeECE iso B 14 10 125 15 35 380 9.4 100 5 0.72 11.9 11.42 0.69 

Müller et al. (2011) PeECE iso B 14 10 200 15 35 475 9.8 100 5 1.20 6.1 5.86 1.15 

Müller et al. (2011) PeECE iso B 14 10 200 15 35 475 9.8 100 5 1.20 7.8 7.49 1.15 

Trimborn et al. (2007) PML B92/11 B 16 8 30 15 35 269 10.0 100 6.25 0.47 0.75 0.61 0.38 

Trimborn et al. (2007) PML B92/11 B 16 8 300 15 35 269 10.0 100 6.25 1.09 1.41 1.14 0.88 

Trimborn et al. (2007) PML B92/11 B 16 8 800 15 35 269 10.0 100 6.25 0.96 2.64 2.14 0.78 

Rost et al. (2002) PML B92/11 B 24 0 15 15 31.5 485 9.5 100 6.25 0.53 1.56 0.78 0.27 

Rost et al. (2002) PML B92/11 B 24 0 15 15 31.5 501 9.5 100 6.25 0.54 1.47 0.74 0.27 

Rost et al. (2002) PML B92/11 B 24 0 15 15 31.5 335 9.5 100 6.25 0.53 1.48 0.74 0.27 

Rost et al. (2002) PML B92/11 B 24 0 30 15 31.5 469 9.5 100 6.25 0.81 4.25 2.13 0.41 

Rost et al. (2002) PML B92/11 B 24 0 30 15 31.5 429 9.5 100 6.25 0.83 4.66 2.33 0.42 

Rost et al. (2002) PML B92/11 B 24 0 30 15 31.5 300 9.5 100 6.25 0.77 4.35 2.18 0.39 

Rost et al. (2002) PML B92/11 B 24 0 80 15 31.5 490 9.5 100 6.25 1.03 9.12 4.56 0.52 

Rost et al. (2002) PML B92/11 B 24 0 80 15 31.5 485 9.5 100 6.25 1.08 9.09 4.55 0.54 

Rost et al. (2002) PML B92/11 B 24 0 150 15 31.5 454 9.5 100 6.25 1.10 9.48 4.74 0.55 

Rost et al. (2002) PML B92/11 B 24 0 150 15 31.5 422 9.5 100 6.25 1.15 9.20 4.60 0.58 

Rost et al. (2002) PML B92/11 B 16 8 30 15 29.7 425 9.5 100 6.25 0.74 4.24 3.44 0.60 

Rost et al. (2002) PML B92/11 B 16 8 80 15 29.7 427 9.5 100 6.25 1.06 8.89 7.21 0.86 

Rost et al. (2002) PML B92/11 B 16 8 80 15 29.7 329 9.5 100 6.25 0.99 8.10 6.57 0.80 

Rost et al. (2002) PML B92/11 B 16 8 150 15 29.7 471 9.5 100 6.25 1.10 8.01 6.49 0.89 

Rost et al. (2002) PML B92/11 B 16 8 150 15 29.7 316 9.5 100 6.25 1.15 9.30 7.53 0.93 



 

 

Référence Souche 
Type 

d'exp. 
Jour Nuit Irradiance Température Salinité pCO2 Ca

2+
 NO3 PO4 µ RCa   

              
µ corrigé 

µIrr - C/B heures heures 
µmol photons. 

m
-2

.s
-1

 
°C ‰ µatm 

mmol. 

kg
-1

 

µmol. 

kg
-1

 

µmol. 

kg
-1

 
d

-1
 

pgC. 

cell
-1

.d
-1

 
d

-1
 

Langer et al (2013) PML B92/11 B 16 8 400 15 32 228 9.7 680 32 1.34 11.26 1.09 

Langer et al (2013) PML B92/11 B 16 8 400 15 32 228 9.7 780.0 34.00 1.19 11.22 0.96 

Rokitta and Rost (2012) RCC 1216 B 16 8 50 15 32 404 9.7 100.0 6.25 0.63 6.52 0.51 

Rokitta and Rost (2012) RCC 1216 B 16 8 300 15 32 435 9.7 100.0 6.25 1.02 8.96 0.83 

Rokitta and Rost (2012) RCC 1217 B 16 8 50 15 32 356 9.7 100.0 6.25 0.87 0.50 0.71 

Rokitta and Rost (2012) RCC 1217 B 16 8 300 15 32 355 9.7 100.0 6.25 1.18 0.72 0.96 

RCaNO3                             

Fritz (1999) CCMP 378 C 14 10 185 17 / 380 10.0 0.01 5.00 0.20 0.77 RCa corrigé 

aux 

données 

de Fritz: 

Fritz (1999) CCMP 378 C 14 10 185 17 / 380 10.0 0.02 5.00 0.37 0.93 

Fritz (1999) CCMP 378 C 14 10 185 17 / 380 10.0 0.04 5.00 0.59 0.91 

Fritz (1999) CCMP 378 C 14 10 185 17 / 380 10.0 0.08 5.00 0.67 1.16 

Perrin et al. (2016) RCC 911 B 12 12 134 20 35 400 / 100 6.25 0.91 3.14 2.97 

RCaTemp                             

Sett et al. (2014) PML B92/11 B 16 8 150 10 35 277 9.9 65 5 0.61 7.29 
 

Sett et al. (2014) PML B92/11 B 16 8 150 10 35 375 9.9 65 5 0.64 6.72 
 

Sett et al. (2014) PML B92/11 B 16 8 150 10 35 497 9.9 65 5 0.65 6.38 
 

Sett et al. (2014) PML B92/11 B 16 8 150 15 35 289 9.9 65 5 1.11 9.09 
 

Sett et al. (2014) PML B92/11 B 16 8 150 15 35 400 9.9 65 5 1.09 11.00 
 

Sett et al. (2014) PML B92/11 B 16 8 150 15 35 494 9.9 65 5 1.11 8.90 
 

Sett et al. (2014) PML B92/11 B 16 8 150 20 35 314 9.9 65 5 1.35 7.76 
 

Sett et al. (2014) PML B92/11 B 16 8 150 20 35 431 9.9 65 5 1.26 10.03 
 

Sett et al. (2014) PML B92/11 B 16 8 150 20 35 572 9.9 65 5 1.29 9.40 
 

Rosas-Navarro et al. (2016) RCC1710 B 16 8 300 10 32 482 / opt. opt. 0.26 3.98 
 

Rosas-Navarro et al. (2016) RCC1710 B 16 8 300 15 32 530 / opt. opt. 0.75 10.55 
 

Rosas-Navarro et al. (2016) RCC1710 B 16 8 300 20 32 571 / opt. opt. 1.15 13.16 
 

Rosas-Navarro et al. (2016) RCC1252 B 16 8 300 10 32 427 / opt. opt. 0.26 2.15 
 

Rosas-Navarro et al. (2016) RCC1252 B 16 8 300 15 32 533 / opt. opt. 0.73 7.22 
 

Rosas-Navarro et al. (2016) RCC1252 B 16 8 300 20 32 571 / opt. opt. 1.15 12.01 
 

Rosas-Navarro et al. (2016) IAN01 B 16 8 300 15 32 551 / opt. opt. 0.81 8.20 
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Langer et al (2013) PML B92/11 B 16 8 400 15 32 228 9.7 680 32 1.34 1.09 

Langer et al (2013) PML B92/11 B 16 8 400 15 32 228 9.7 780.0 34.00 1.19 0.96 

Perrin et al. (2016) RCC 911 B 12 12 134 20 35 400 / 100 6.25 0.91 / 

Perrin et al. (2016) RCC 911 B 12 12 29 20 35 400 / 100 6.25 0.28 / 

Buithenhuis et al. (1999) TQ26DIP B 14 10 180 6 / / / opt. 7.2 0.32 0.31 

Buithenhuis et al. (1999) TQ26DIP B 14 10 180 9 / / / opt. 7.2 0.23 0.22 

Buithenhuis et al. (1999) TQ26DIP B 14 10 180 12 / / / opt. 7.2 0.68 0.65 

Buithenhuis et al. (1999) TQ26DIP B 14 10 180 15 / / / opt. 7.2 0.95 0.91 

Buithenhuis et al. (1999) TQ26DIP B 14 10 180 15 / / / opt. 7.2 0.99 0.95 

Buithenhuis et al. (1999) TQ26DIP B 14 10 180 20 / / / opt. 7.2 1.62 1.56 

Buithenhuis et al. (1999) TQ26DIP B 14 10 180 20 / / / opt. 7.2 1.38 1.32 

Buithenhuis et al. (1999) TQ26DIP B 14 10 180 25 / / / opt. 7.2 0.81 0.78 
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Abstract. Coccolithophores are unicellular calcifying ma-
rine algae that play an important role in the oceanic carbon
cycle via their cellular processes of photosynthesis (a CO2
sink) and calcification (a CO2 source). In contrast to the well-
studied, surface-water coccolithophore blooms visible from
satellites, the lower photic zone is a poorly known but po-
tentially important ecological niche for coccolithophores in
terms of primary production and carbon export to the deep
ocean. In this study, the physiological responses of an Emil-
iania huxleyi strain to conditions simulating the deep niche
in the oligotrophic gyres along the BIOSOPE transect in the
South Pacific Gyre were investigated. We carried out batch
culture experiments with an E. huxleyi strain isolated from
the BIOSOPE transect, reproducing the in situ conditions
of light and nutrient (nitrate and phosphate) limitation. By
simulating coccolithophore growth using an internal stores
(Droop) model, we were able to constrain fundamental phys-
iological parameters for this E. huxleyi strain. We show that
simple batch experiments, in conjunction with physiologi-
cal modelling, can provide reliable estimates of fundamen-
tal physiological parameters for E. huxleyi that are usually
obtained experimentally in more time-consuming and costly
chemostat experiments. The combination of culture exper-
iments, physiological modelling and in situ data from the
BIOSOPE cruise show that E. huxleyi growth in the deep
BIOSOPE niche is limited by availability of light and nitrate.

This study contributes more widely to the understanding of
E. huxleyi physiology and behaviour in a low-light and olig-
otrophic environment of the ocean.

1 Introduction

Coccolithophores are unicellular, photosynthetic and calcify-
ing algae that are very abundant in the marine environment
and play key roles in the global carbon cycle (Paasche, 2002;
Roth, 1994). Through photosynthesis they contribute to the
upper ocean carbon pump (CO2 sink), while via calcification
they contribute to the carbonate counter-pump (CO2 source)
(Paasche, 2002; Westbroek et al., 1993). The relative impor-
tance of calcification and photosynthesis is one of the fac-
tors that dictates the effect of coccolithophores on ocean–
atmosphere CO2 fluxes (Shutler et al., 2013). Environmental
conditions such as temperature, irradiance, nutrient concen-
trations and pCO2 exert a primary control on the calcifica-
tion/photosynthesis ratio in coccolithophores and also affect
cellular growth rates, which, together with grazing, mortality,
sinking of cells and oceanic transport, define the biogeogra-
phy of coccolithophores.

Despite the fact that certain coccolithophores have been
fairly extensively studied in the laboratory (e.g. Daniels et
al., 2014; Iglesias-Rodriguez et al., 2008; Krug et al., 2011;
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Langer et al., 2012; Rouco et al., 2013), the factors control-
ling their biogeography in the global ocean are poorly under-
stood (Boyd et al., 2010). In controlled laboratory conditions,
coccolithophore growth is monitored as given environmental
parameters are varied (e.g. Buitenhuis et al., 2008; Feng et
al., 2008; Fritz, 1999; Langer et al., 2006; Leonardos and
Geider, 2005; Paasche, 1999; Trimborn et al., 2007). In the
ocean, geographical surveys of coccolithophore abundance
and concomitant measurements of environmental variables
contribute to defining coccolithophore biogeography in rela-
tion to the environment (Claustre et al., 2008; Henderiks et
al., 2012). Although extrapolation of results from laboratory
experiments to field distributions might not be straightfor-
ward, this approach has been widely used and continues to
yield important insights into coccolithophore ecology and its
reaction to a rapidly changing environment.

In this respect, one of the least well-understood but possi-
bly globally relevant niches where coccolithophores can be
relatively abundant is that occurring at the deep pycnocline
of oceanic gyres, probably the best studied example of which
was observed during the BIOSOPE cruise in the South Pa-
cific Gyre (Beaufort et al., 2008; Claustre et al., 2008). This
deep coccolithophore niche occurred at about 200 m depth, at
a very low irradiance level (< 20 µmol photons m−2 s−1) and
at a depth corresponding to the nitrate and phosphate nutri-
cline with dissolved nitrate (NO3) and phosphate (PO4) con-
centrations of about 1 and 0.2 µM respectively. The niche was
dominated by coccolithophore species belonging to the fam-
ily Noëlaerhabdaceae, i.e. Emiliania huxleyi and species of
Gephyrocapsa and Reticulofenestra (Beaufort et al., 2008).
Deep-dwelling coccolithophores have also been observed in
other geographic regions. Okada and McIntyre (1979) ob-
served coccolithophores in the North Atlantic Ocean down
to a depth of 100 m, where Florisphaera profunda domi-
nated assemblages in summer and E. huxleyi dominated as-
semblages for the rest of the year. Deep coccolithophore
populations dominated by F. profunda in the lower photic
zone (LPZ > 100 m) of subtropical gyres were observed by
Cortés et al. (2001) in the central North Pacific Gyre (station
ALOHA) and by Haidar and Thierstein (2001) in the Sar-
gasso Sea (North Atlantic Ocean). Jordan and Winter (2000)
reported assemblages of coccolithophores dominated by F.
profunda in the LPZ in the north-eastern Caribbean with
a high abundance and co-dominance of E. huxleyi and G.
oceanica through the water column down to the top of the
LPZ. These deep-dwelling coccolithophores are not recorded
by satellite-based remote sensing methods (Henderiks et al.,
2012; Winter et al., 2014), which detect back-scattered light
from coccoliths from a layer only a few tens of metres thick
at the surface of the ocean (Holligan et al., 1993; Loisel et
al., 2006).

Understanding the development of deep coccolithophore
populations in low-nutrient, low-irradiance environments
would contribute to building a global picture of coccol-
ithophore ecology and biogeography. Laboratory culture ex-

periments with coccolithophores that combine both nutri-
ent and light limitation, however, are scarce. One reason is
that investigating phytoplankton growth under nutrient limi-
tation in laboratory experiments is complicated. In batch cul-
tures the instantaneous growth rate decreases as nutrients be-
come limited, making it hard to extract the dependence of
growth rate on nutrient concentrations (Langer et al., 2013).
This can be avoided by employing chemostat cultures, in
which growth rates and nutrient concentrations are kept con-
stant under nutrient-limited conditions (Engel et al., 2014;
Leonardos and Geider, 2005; Müller et al., 2012). Physiolog-
ical parameters obtained in chemostat experiments have been
used in biogeochemical models to investigate environmen-
tal controls on phytoplankton biogeography (Follows and
Dutkiewicz, 2011; Gregg and Casey, 2007). Despite their rel-
evance to nutrient-limited growth, chemostat cultures are rel-
atively rarely used because they are more expensive, time-
consuming and complicated to set up and run than batch cul-
tures (LaRoche et al., 2010).

In this study, we investigated growth of the coccol-
ithophore E. huxleyi under light and nutrient co-limitation
and applied the results of this culture study to investigate
the conditions controlling growth in the deep niche of the
South Pacific Gyre. Using an E. huxleyi strain isolated dur-
ing the BIOSOPE cruise, we carried out batch culture ex-
periments that reproduced the low- in situ light and nutrient
conditions of the deep ecological niche. We monitored the
nitrogen and phosphorus content of particulate organic mat-
ter, as well as cell, coccosphere and coccolith sizes, because
these parameters are known to vary with nutrient limitation
(Fritz, 1999; Kaffes, 2010; Rouco et al., 2013). To overcome
the conceptual limitations inherent in nutrient-limited batch
experiments (Langer et al., 2013), we modelled the transient
growth conditions in the batch reactor assuming that assim-
ilation of nutrients and growth are either coupled (Monod,
1949) or decoupled (Droop, 1968) processes in the coccol-
ithophore E. huxleyi. An independent check of our modelling
approach was obtained by also modelling the E. huxleyi batch
culture data of Langer et al. (2013). The range of physiolog-
ical parameters that can be directly assessed in batch cul-
ture experiments is limited (Eppley et al., 1969; Marañón et
al., 2013). We show that batch cultures, if coupled to simple
physiological modelling, may provide valuable estimates of
fundamental physiological parameters that are more widely
obtained in more time-consuming and costly chemostat ex-
periments (Eppley and Renger, 1974; Terry, 1982; Riegman
et al., 2000; Müller et al., 2012). Our joint culture and mod-
elling approach also provides information on the conditions
that control the growth of E. huxleyi in the deep ecological
niche of the South Pacific Gyre.
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2 Materials and methods

2.1 Experimental

2.1.1 Growth medium and culture conditions

Natural seawater collected near the Roscoff Biological Sta-
tion (Brittany, France) was sterile-filtered and enhanced to
K (−Si, −Tris, +Ni, −Cu) medium according to Keller et
al. (1987), with only nitrate (no ammonium) as a nitrogen
source. Emiliania huxleyi strain RCC911, isolated in summer
2004 from a water sample collected at 10 m depth near the
Marquesas Islands during the BIOSOPE cruise (November to
December 2004), was grown in batch cultures. Experiments
were conducted in triplicate in 2.7 L polycarbonate bottles
(Nalgene) with no head space. Experimental conditions were
chosen to reproduce those prevalent in surface waters and at
the nitricline of the oligotrophic gyre in the South Pacific
Ocean (Morel et al., 2007). Cultures were grown under a
12:12 h light:dark (L:D) cycle (taken from a calculation of
L:D cycle at the GYR station at the date of the sampling), at
a temperature of 20 ◦C and at a salinity of 34.7. Cultures were
grown at two irradiance levels: high light (ca. 140 µmol pho-
tons m−2 s−1) and low light (ca. 30 µmol photons m−2 s−1).
The latter corresponds to the upper end of the irradiance
range of the deep BIOSOPE coccolithophore niche (10–
30 µmol photons m−2 s−1). We chose not to run experiments
at irradiance levels lower than 30 µmol photons m−2 s−1 in
order to avoid very long experimental runs. Nutrient concen-
trations at the beginning of batch experiments were 100 and
2.5–5.1 µM for nitrate and 6.25 and 0.45–0.55 µM for phos-
phate in nutrient-replete and nutrient-limited conditions re-
spectively. For each irradiance level, three experiments were
carried out (in triplicate): control (nutrient-replete), phos-
phate limited (P-limited) and nitrate limited (N-limited) con-
ditions. Cells were acclimated to light, temperature and car-
bon chemistry conditions for at least three growth cycles
prior to experiments.

2.1.2 Cell enumeration and growth rate

The growth of batch cultures was followed by conduct-
ing cell counts every day or every other day using a BDFacs
Canto II flow cytometer. Experiments were stopped before
the cell density reached ca. 1.5× 105 cells mL−1 in order
to minimise shifts in the dissolved inorganic carbon (DIC)
system. Cultures remained in the exponential growth phase
throughout the duration of the control (nutrient-replete) ex-
periments. In these control cultures, the growth rate (µ) was
obtained by conducting a linear regression of the cell density
data on the logarithmic scale. Nutrient-limited experiments
were allowed to run until growth stopped. The growth rate in
nutrient-limited conditions decreases in time as nutrients are
depleted and it is therefore not possible to calculate growth
rate by means of regression analysis (Langer et al., 2013).

The dependence of growth rate on nutrient concentration in
nutrient-limited conditions was investigated with the numer-
ical model introduced in Sect. 2.2 below.

2.1.3 Cell and coccosphere diameter and coccolith
length

Samples were taken at the end of the experiments at roughly
the same point in the L:D cycle (between noon and 16:00
UTC) to acquire images of cells using an optical micro-
scope (×100, oil immersion, Olympus BX51 microscope).
The internal cell diameter of 100 cells was measured for
each experimental culture using the ImageJ software (http:
//rsbweb.nih.gov/ij/). Images of coccospheres and coccoliths
were obtained with scanning electron microscopy (SEM).
For SEM observations, samples were filtered onto 0.8 µm
polycarbonate filters (Millipore), rinsed with a basic solution
(180 µL of 25 % ammonia solution in 1 L of MilliQ water)
and dried at 55 ◦C for 1 h. After mounting on an aluminum
stub, they were coated with gold–palladium and images were
taken with a Phenom G2 pro desktop scanning electron mi-
croscope. For each experimental culture 100 coccospheres
were measured using ImageJ. Three hundred coccoliths per
sample were measured using a script (Young et al., 2014)
that is compatible with ImageJ in order to measure the distal
shield length (DSL) of coccoliths.

2.1.4 Dissolved inorganic carbon (DIC) and nutrient
analyses

Subsamples for pHT (pH on the total scale), DIC and nutrient
analyses were taken from culture media at the beginning and
at the end of each experiment. The pH was measured with
a pH meter-potentiometer pHenomenal pH 1000 L with a
Ross ultra combination pH electrode on the total scale (preci-
sion± 0.02 pH units) and was calibrated with a TRIS buffer.
Samples for the determination of DIC were filtered through
pre-combusted (4 h at 450 ◦C) glass fibre filters (Whatman
GF/F) into acid-washed glass bottles and poisoned with mer-
curic chloride. Bottles were stored at 4 ◦C prior to analysis. A
LICOR7000 CO2 /H2O gas analyser was used for DIC anal-
ysis (precision± 2 µmol kg−1). A culture aliquot (100 mL)
was filtered onto pre-combusted (4 h at 450 ◦C) glass fibre fil-
ters (Whatman GF/F) and stored at−20 ◦C in a polyethylene
flask until nutrient analysis. Nitrate and phosphate concentra-
tions were measured using an auto-analyser Seal Analytical
AA3 (detection limits were 0.003 µM for PO4 and 0.01 µM
for NO3).

2.1.5 POC, PON, PIC, POP

For particulate organic carbon (POC), particulate organic
nitrogen (PON) and particulate organic phosphorus (POP)
analyses, samples (200 or 250 mL) were filtered onto pre-
combusted (4 h at 450 ◦C) glass fibre filters (Whatman GF/F)
and preserved at −20 ◦C. POC and PON were measured on
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the same filter that was dried overnight at 50 ◦C after being
placed in a fuming hydrochloric acid dessicator for 2 h to re-
move coccolith calcite. POC and PON were analysed using
a NC Analyzer Flash EA 1112. Particulate inorganic carbon
(PIC) was obtained by using a 7500cx Agilent ICP-MS to
analyse the calcium concentration in samples filtered onto
0.8 µm polycarbonate filters (Millipore) and extracted by a
0.4 M solution of nitric acid. PIC was obtained considering
a 1 : 1 stoichiometry between Ca2+ and PIC, i.e. all of the
calcium on the filters was considered to have come from cal-
cium carbonate (Fagerbakke et al., 1994). POP was deter-
mined as the difference between the total particulate phos-
phorus and particulate inorganic phosphorus, analysed using
an auto-analyser Seal Analytical AA3, after the filters were
placed in a solution of hydrochloric acid, according to the
method of Labry et al. (2013).

2.2 Modelling

2.2.1 Monod and Droop model

Growth of E. huxleyi in the batch reactors was simulated us-
ing Monod and Droop models of cellular growth.

In the Monod model (Monod, 1949), the growth rate de-
pends on the external nutrient concentration and is calculated
as

µ= µmax×
[R]

[R]+KR
, (1)

where µmax (in days−1) is the maximum growth rate in
nutrient-replete conditions,KR (in µmol L−1) is the (Monod)
half-saturation constant for growth and [R] (in µmol L−1)

is the concentration of nutrient R in the batch reactor. Both
µmax and KR were obtained by fitting the model to the data,
while [R] is the nutrient concentration in the culture experi-
ments calculated as detailed below.

Two differential equations keep track of the total cell abun-
dance in the batch reactor (Cells) and the limiting nutrient
concentration in the reactor:

d Cells
dt
= µ×Cells (2)

d [R]
dt
=
−RUP×Cells

V
, (3)

where V (in L) is the volume of the batch reactor, Cells
(in cells mL−1) is the cell density measured during the ex-
periments and RUP is the cell-specific R uptake rate (in
µmolR cell−1 d−1) given by

RUP = µ×QR, (4)

where QR , the (constant) cellular quota of nutrient R (in
µmolR cell−1), is the value of the quota R at the end of the
control experiment.

In the Droop model (Droop, 1968) nutrient uptake and cel-
lular growth are decoupled and cellular growth depends on

the internal store of the limiting nutrient. The time-dependent
rate of nutrient uptake, Rup (in µmolR cell−1 d−1), is simu-
lated using Michaelis–Menten uptake kinetics:

RUP = SCell×VmaxR×
[R]

[R]+KR
, (5)

where SCell (in µm3) is the surface area of the cell, VmaxR (in
µmolR µm−2 d−1) is the maximum surface-normalised nutri-
ent uptake rate (obtained by fitting the model to the data) and
KR (in µmol L−1) is the (Michaelis–Menten) half-saturation
constant for uptake of nutrient R. The volume and surface
of cells (Scell) was obtained either by measurements of cells
(both in the control culture and at the end of the nutrient-
limited cultures) for the RCC911 strain experiments, or was
estimated from QC, the cellular organic carbon quota (in
pmolC cell−1), and the density of carbon in coccolithophore
biomass (approximately equal to 0.015 pmolC µm−3; Aloisi,
2015) for the batch experiments of Langer et al. (2013), for
which cell measurements were not made.

The phytoplankton growth rate µ (in d−1) was calcu-
lated based on the normalised nQuota equation reported in
Flynn (2008):

µ= µmax
(1+KQR) ×

(
Q−Qmin

R

)(
Q−Qmin

R

)
+ KQR ×

(
Qmax
R − Qmin

R

) , (6)

where µmax (in d−1) is the maximum growth rate attained
at the maximum nutrient cell quota Qmax

R (in µmol cell−1),
Qmin
R (in µmol cell−1) is the minimum (subsistence) cellu-

lar quota of nutrient R below which growth stops and KQR

is a dimensionless parameter that can be readily compared
between nutrient types and typically has different values for
NO3 and PO4 (Flynn, 2008). WhileQmax

R was obtained from
the analysis of the nutrient quota (N or P) at the end of the
control experiments, Qmin

R was estimated by calculation de-
scribed in the Sect. 2.2.2 below andKQR was obtained from
fitting the model to the experimental data. Thus, in the Droop
model the growth rate depends on the internal cellular quota
of nutrient R rather than on the external nutrient concentra-
tion like in the Monod model of phytoplankton growth.

Three differential equations keep track of the total cell
abundance in the batch reactor (Cells), the nutrient concen-
tration in the reactor ([R], in µmol L−1) and the internal cel-
lular quota of nutrient (QR , in µmol cell−1):

d Cells
dt
= µ ×Cells (7)

d[R]
dt
=
−RUP × Cells

V
(8)

dQR

dt
= RUP−µ×QR. (9)

These three differential equations are integrated forward in
time starting from initial conditions chosen based on experi-
mental values of the number of cells, nutrient concentration
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at the beginning of the experiment and the cellular nutrient
quota determined during growth in nutrient-replete condi-
tions.

The dependence of the maximum growth rate on irradi-
ance was determined independently by fitting the growth rate
determined in the exponential growth phase in our experi-
ments and in the experiment of Langer et al. (2013) to the
following equation from MacIntyre et al. (2002):

µ= µmax

(
1− e

(
−Irr
KIrr

))
, (10)

where KIrr is the light-saturation parameter of growth in
µmol photons m−2 s−1 (MacIntyre et al., 2002; Fig. S1 in the
Supplement) and was determined by this equation.

2.2.2 Modelling strategy

The Droop model presented here does not take into account
the variation of size of coccolithophore cells between the dif-
ferent experiments. This model has eight parameters. Four
are considered to be known and constant for a given experi-
ment: batch volume V , cell volume (and surface area SCell)

and minimum and maximum cellular quota of nutrient re-
spectively Qmin and Qmax. The unknown parameters (the
physiological parameters of interest) are: the (Michaelis–
Menten) half-saturation constant for nutrient uptake KR , the
maximum surface-normalised nutrient uptake rate VmaxR, the
maximum growth rate µmax and the dimensionless parame-
ter KQR . The Monod model has fewer known parameters:
batch volume V and cellular quota of nutrientQR . Unknown
parameters are: maximum growth rate µmax and the (Monod)
half-saturation constant for growth KR .

Concerning Qmin
R , the measured minimum PON value

(5.71 fmol cell−1) for the N-limited experiment of Langer
et al. (2013) is very low compared with the PON quota in
other N-limited E. huxleyi experiments reported in the lit-
erature (38.9–39.3 fmol cell−1 in Sciandra et al., 2003; and
51.4 fmol cell−1 in Rouco et al., 2013). When theQmin

N value
of Langer et al. (2013) was used in the model, the model
fit to the experimental data degraded considerably (data not
shown). Consequently, we decided to recalculate Qmin

N using
the initial concentration of dissolved N and the final cell den-
sity in the reactor (column “Calculation” in Table 3). This
calculated value of Qmin

N , that in all cases except for the N-
limited experiments of Langer et al. (2013) was very similar
to the measured minimum PON quota, was comparable to
values reported in the literature for E. huxleyi and resulted in
a very good fit of the model to the experimental data. To be
coherent, we applied this approach to all values of Qmin

N and
Qmin

P used in the modelling exercise.
A point to note concerning theQmax

P used for the P-limited
experiment of Langer et al. (2013) is that the initial C : P ra-
tio for the control experiment was 214, which is much higher
than the Redfield ratio of 106 (Redfield, 1963). It is not pos-
sible to reproduce the experimental data when imposing such

a high C : P ratio on the model. Thus, the Qmax
P value had to

be increased in order to reproduce the data and thus estimate
additional physiological parameters for this experiment. For
this reason, the modelling results for this particular experi-
ment should be taken with caution.

The time-dependent cell density, limiting nutrient concen-
tration and cellular particulate organic nitrogen and phospho-
rus calculated by the models were fitted to the same quanti-
ties measured in the experiments. For our experiments there
were only two nutrient cellular quota data points, one at the
beginning and one at the end of the experiments. We artifi-
cially inserted a third nutrient-quota data point at the end of
the exponential growth phase, setting it equal to the nutri-
ent quota at the beginning of the experiment. In this way the
model is forced to keep the nutrient quota unchanged during
the exponential growth phase. This is a reasonable assump-
tion, as cellular nutrient quotas should start to be affected
only when nutrient conditions become limiting.

The quality of the model fit to the experimental data was
evaluated with a cost function. For a given model run, the
total cost function was calculated as follows:

TotCost=
n∑
i=1

(1xi)
2, (11)

where n is the number of data points available and1xi is the
difference between the data. The model for the ith data point
is as follows:

1xi = Data(xi)− Model(xi) , (12)

where xi is the data or model value for the considered vari-
able (cell density, limiting nutrient concentration or cellular
limiting nutrient quota). The lower the cost function is, the
better the quality of the model fit to the data. For a given ex-
periment, the best-fit of the model to the data was obtained
by running the model and repeatedly imposing a high num-
ber of combinations of input parameters (typically 500 000
model runs for every experiment) and selecting the parame-
ter setting that yielded the lowest cost.

3 Results

3.1 Laboratory experiments with E. huxleyi strain
RCC911

Growth curves for all experiments with E. huxleyi strain
RCC911 are shown in Fig. 1. Experiments run in high-light
conditions attained target cell densities (in nutrient-replete,
control experiments) or nutrient limitation (in nutrient-
limited experiments) in a shorter time compared to ex-
periments run in low-light conditions. Growth in nutrient-
replete cultures in both light conditions followed an expo-
nential growth curve (growth rates in the control nutrient-
replete experiments were 0.91± 0.03 and 0.28± 0.01 d−1
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Figure 1. The evolution of cell density with time in culture experiments with E. huxleyi strain RCC911 in (a) high irradiance, (b) low
irradiance and cell density on a logarithmic scale for nutrient-replete cultures in (c) high irradiance and (d) low irradiance.

for the high-light and low-light experiments respectively;
Table 1) whereas in nutrient-limited experiments growth
evolved from an exponential to a stationary phase at the end
of the experiment, except the P-limited culture at low light
where the stationary phase was not attained (growth rate of
0.13± 0.01 d−1).

In the high-light experiment, NO3 concentration decreased
to 0.18± 0.03 µM in N-limited cultures and PO4 concen-
tration decreased to 0.011± 0.004 µM in P-limited cultures
at the end of the experiments, and in low-light conditions
the final NO3 and PO4 concentrations were 0.13± 0.02
and 0.008± 0.006 µM respectively (Table 1). Thus, nutri-
ents where nearly completely exhausted at the end of our
nutrient-limited experiments. Seawater carbonate chemistry
was quasi-constant over the course of the experiments in all
treatments, with, as reported by Langer et al. (2013), the P-
limited cultures undergoing the largest change in DIC (12–
13 %; Table 1).

Compared to the control experiments, cellular POC, PIC
and PON quotas increased in the P-limited cultures at both
light levels, while cellular POP quota decreased (Table 2;
Fig. 2d). In the N-limited cultures, cellular PIC and POC
quotas (Fig. 2a and b) increased, with the exception of POC
at low light, which remained nearly unchanged, while cellu-
lar PON and POP quotas (Fig. 2c and d) decreased at both
light levels. N-limiting conditions resulted in an increase of

the POC : PON ratio in both light regimes (Fig. 3a, Table 2).
POC : POP (Fig. 3b) was higher in P-limited experiments
compared to nutrient-replete experiments. The PIC : POC ra-
tio increased with both N and P limitation (Fig. 3c) at both
light regimes. For the high-light experiment, the PIC : POC
ratio was highest in the P-limited culture (0.52± 0.14), while
in the low-light conditions, the highest ratio was recorded in
the N-limited culture (0.33± 0.02) (Fig. 3c).

Light limitation led almost invariably to a decrease in POC
and PIC, with the exception of POC in nutrient-replete con-
ditions (Table 2, Fig. 2). In P-limited cultures POP and PON
decreased with light limitation, whereas in N-limited cultures
POP and PON increased with light limitation (Fig. 2). With
the exception of the POC : POP ratio in P-limiting conditions,
which was not affected by the change in light regime, both
POC : PON and POC : POP ratios decreased with light limi-
tation. Finally, the PIC : POC ratio decreased with light limi-
tation in all three nutrient conditions.

Cell size varied with both nutrient and light limitation (Ta-
ble S1 in the Supplement). Compared to the control cul-
ture in high-light conditions, the cell volume was higher
for the P-limited culture (77.2± 19.9 µm3) and was simi-
lar for the N-limited culture (47.33± 11.13 µm3). The same
pattern was observed in low-light conditions. In both light
regimes P limitation resulted in higher coccosphere volume
and higher DSL than the other nutrient conditions (Table S1).
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Table 1. Growth rate, nutrient concentration, pH, DIC at the end of the experiments and shift in DIC compared with the initial DIC (averages
from triplicate, n= 3).

Sample Growth rate∗ NO3 PO4 pH DIC DIC shift
(d−1) SD (µmol L−1) SD (µmol L−1) SD SD (µmol kg−1) SD (%)

High light
Control 0.91 0.03 67.92 1.98 3.95 0.12 8.13 0.01 2177 19.14 2.1
PO4 lim 0.00 80.88 0.35 0.01 0.00 8.21 0.01 1894 21.01 12.1
NO3 lim 0.00 0.18 0.03 5.74 0.00 8.14 0.00 2060 3.61 4.7
Low light
Control 0.28 0.01 79.10 1.15 4.90 0.04 8.13 0.02 2161 7.55 4.1
PO4 lim 0.13 0.01 75.25 1.24 0.01 0.01 8.30 0.01 1956 8.33 13.2
NO3 lim 0.00 0.13 0.02 5.83 0.02 8.09 0.00 2139 4.16 39

∗ Cells are in exponential growth phase at the end of control experiments.

Figure 2. Cellular PIC (a), POC (b), PON (c), POP (d) quotas.

For example, the coccosphere volume in high light was
260± 88 µm3 for the P-limited experiment, whereas it was
109± 23 µm3 for the control experiment and 139± 41 µm3

for the N-limited experiment. There was no measurement of
coccosphere volume and DSL in the low-light control cul-
ture because of a lack of visible cells on the filters. How-
ever, the coccosphere volume for the P-limited treatment fol-
lowed the same trend as the cell size, i.e. a decrease with
lower light. Figure 4a shows the correlation between POC
content and cell volume (R2

= 0.85, p<0.05, n= 6) and
Fig. 4b shows the correlation between cell and coccosphere
volume (R2

= 0.92, p<0.03, n= 5). Relationships between

DSL and coccosphere size (R2
= 0.68, p<0.3, n= 5) and

between DSL and cell size (R2
= 0.86, p<0.06, n= 5) are

illustrated in Fig. 4c. These parameters were not significantly
correlated, but the sample size was rather low. The thickness
of the coccolith layer, calculated by subtracting the cell di-
ameter from the coccosphere diameter and dividing by two,
was higher for P-limited cultures in both light conditions:
1.294± 0.099 µm for high light and 1.02± 0.043 µm for low
light compared with the other cultures, which were between
0.66 and 1 µm. These observations are consistent with the
high PIC quota and relatively large size of coccospheres and
coccoliths of E. huxleyi under P limitation.
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Table 2. Cellular carbon, nitrogen and phosphorus quotas (averages from triplicate, n= 6 for cellular quotas measurements).

Sample PIC POC PON POP PIC : POC POC : PON POC : POP
(pg cell−1) SD (pg cell−1) SD (pg cell−1) SD (pg cell−1) SD SD SD SD

High light
Control 3.46 0.36 10.8 1.38 1.45 0.21 0.16 0.03 0.32 0.05 8.72 1.45 173 14.0
PO4 lim 14.16 3.19 27.49 1.53 2.66 0.10 0.11 0.01 0.52 0.12 12.05 0.70 661 24.3
NO3 lim 7.06 0.55 15.77 0.95 0.4 0.04 0.07 0.00 0.45 0.04 45.59 4.12 600 16.7
Low light
Control 0.89 0.10 10.98 0.41 1.98 0.07 0.18 0.00 0.08 0.01 6.46 0.28 158 2.51
PO4 lim 3.53 0.25 16.25 0.56 2.08 0.08 0.06 0.00 0.22 0.017 9.11 0.41 693 13.4
NO3 lim 3.15 0.13 9.67 0.21 0.79 0.02 0.11 0.00 0.33 0.015 14.35 0.37 226 3.38

Table 3. Values ofQmin
R

(which correspond to the cellular PON (POP) at the end of the experiment: values measured and calculated) and the
parameters obtained with the best-fit indicated for N- and P-limited experiment (high light = HL and low light = LL).

Qmin
R Best-fit

Strain Light Limitation Analysis Calculation VmaxR KR µmax KQR
(fmol cell−1) (fmol cell−1) (µmol cell−1 d−1) (µmol L−1) (d−1)

PML B92/11 NO3 5.71 27.7 1.46.10−7 0.35 1.3 0.39
PML B92/11 PO4 0.645 2.04 1.36.10−8 0.051 1.57 0.98

RCC911 HL NO3 28.57 31.28 1.05.10−7 0.205 1.01 0.25
RCC911 HL PO4 3.464 5.931 1.47.10−8 0.35 1.2 0.9

RCC911 LL NO3 56.14 78.99 3.34.10−8 0.09 0.2 0.3
RCC911 LL PO4 1.968 2.875 5.74.10−10 0.275 0.52 0.47

3.2 Modelling results

We applied the modelling approach to both the data from
our batch culture experiments with strain RCC911 and to
the batch culture data of Langer et al. (2013), who tested N-
and P-limited growth of E. huxleyi strain PML B92/11 cul-
tured in high-light conditions (400 µmol photons m−2 s−1),
optimal temperature (15 ◦C) and quasi-constant carbon sys-
tem conditions. Measurements of cell density, nutrient con-
centrations and cellular particulate matter from both sets of
experiments were used for the present modelling study.

The Droop model was able to accurately reproduce both
experimental data sets (Figs. 5, 6 and 8; Figs. S2, S3 and
S4), whereas the Monod model was not able to reproduce
the rise in cell number after the limiting nutrient had been
exhausted (Fig. 5). The modelling approach allows evalua-
tion of the evolution of experimental variables that are com-
plicated to determine analytically, i.e. (1) the nutrient-uptake
rate, which follows the same trend as the nutrient concen-
tration in the reactor, (2) the C / limited-nutrient ratio, that
starts at a minimum value, stays constant during the duration
of the exponential phase and then increases due to exhaustion
of the external nutrient, reaching a maximum as the culture
attains the stationary phase and (3) the instantaneous growth
rate, which follows the trend of the limiting nutrient ratio,
reaching zero when the culture attains the stationary phase.

The values for the physiological parameters of the best-fit
obtained by applying the Droop model to our experiments
with E. huxleyi strain RCC911 and to the experiments of
Langer et al. (2013) are presented in Table 3. Overall, the
best-fit values for the two strains in high-light conditions
were very similar, suggesting that the modelling approach
is sound. Values for the half-saturation constant for nitrate
uptake KN determined in our experiments in high-light con-
ditions and in those of Langer et al. (2013) were compara-
ble. However, for KP the value was consistent between our
high- and low-light experiments, but considerably lower for
the Langer et al. (2013) experiment, which, as noted above,
is a result that should be taken with caution. The maximum
surface nutrient-uptake rates VmaxR were similar between our
high-light experiment and that of Langer et al. (2013). The
dimensionless parametersKQN andKQP were also compa-
rable between the two studies for high-light conditions and
in both casesKQP was higher thanKQN. Maximum growth
rates in high-light conditions were similar for both N-limited
and P-limited experiments. As expected, maximum growth
rates for our low-light cultures were considerably lower (Ta-
ble 3).

To test the reliability of the model to obtain estimates of
the physiological parameters, we forced the model to run
with a range of values for a given parameter, while letting
the other three parameters vary over a wide range. These tests
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Figure 3. Cellular POC : PON (a), POC : POP (b) and PIC : POC
(c) ratios.

give us plots of the value of the cost function (Eq. 11) as a
function of the value of the imposed parameter. The process
was repeated separately for the four unknown parameters and
Fig. S5 shows the results for the N-limited culture of Langer
et al. (2013). For all of the parameters except for KR , this
exercise yielded a U shaped curve with a minimum of the
cost function corresponding to the best-fit parameter values
presented in Table 3. This shows that the model is well suited
to find a best-fit value for these parameters. Three minima of
the cost function were found forKR (Fig. S5), of which only
the lowest was consistent with values reported in the liter-
ature (e.g. Riegman et al., 2000). This value was chosen to
obtain the best-fit of the model to the experimental data.

Figure 4. (a) POC quota vs. cell volume, (b) Cell volume vs. coc-
cosphere volume in high-light (HL) and low-light (LL) conditions,
(c) Distal shield length (DSL) vs. coccosphere and cell diameter.
Solid symbols are cell size and open symbols are coccosphere size.
Dotted line is the linear regression.

4 Discussion

4.1 Batch culture experiments

The batch culture experiments presented here provide new
insights into the physiology of the numerically dominant coc-
colithophore E. huxleyi under conditions of light and nutri-
ent limitation. Leonardos and Geider (2005) carried out cul-
tures in low-light and low-phosphate conditions with a non-
calcifying E. huxleyi strain and thus did not report PIC : POC
ratios. The culture study reported here is thus the first ex-
periment where changes in the PIC : POC ratio due to light
limitation are explored for nutrient-limited cultures. In our
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Figure 5. Model fitted to the data of the nitrate-limited cultures of Langer et al. (2013) (Inst= instantaneous).

experiments, cultures were harvested at relatively low cell
densities, i.e. a maximum of ca. 1.6× 105 cells mL−1 in the
P-limited low-light experiment and < 1.3× 105 cells mL−1 in
all other treatments. The aim was to ensure that changes in
the carbonate system were within a minimal range (< 10 %
except for the P-limited experiments in which the DIC
changes were 12 and 13 %; Table 1) that is not expected to
have a significant influence on measured physiological pa-
rameters (Langer et al., 2007; LaRoche et al., 2010). Hence,
it can be stated that the observed phenomena stem from N or
P limitation and/or light limitation (depending on the treat-
ment) rather than from carbon limitation.

Comparison of the growth curves illustrated in Fig. 1
demonstrates that growth limitation was attained in both
our low-nutrient and low-light treatments relative to con-
trol conditions. Consistent with previous experimental results
(Langer et al., 2013; Leonardos and Geider, 2005; Müller et
al., 2012; Oviedo et al., 2014; Rouco et al., 2013), the rela-
tively low cellular PON or POP quotas (and high POC : PON
and POC : POP ratios) at the end of the low-nutrient experi-
ments relative to the control indicate that nutrient limitation

of growth occurred in our low-nutrient experiments. The sta-
tionary phase was not attained in the P-limited low-light cul-
ture, but it can be inferred that cells were P limited from
(a) the POP quota, which was lower than that of the con-
trol, (b) the POC : POP ratio, which was higher than that of
the control and (c) a deviation of the growth curve from expo-
nential growth starting (at the latest) on day 16 of 19. While a
decline in POP quota is an early sign of limitation, the decline
in growth rate occurs later, indicating more severe limitation.
The cessation of cell division (stationary phase) would be the
last stage in the process of becoming fully P limited over the
course of a batch culture.

In nutrient-replete conditions, low light had no effect on
POC quota (Fig. 2b) and cell size (Fig. 4) within the limit
of uncertainty of the measurements, whereas it caused a de-
crease in PIC quota (and therefore a decrease in PIC : POC
ratio). Although PIC quota also decreased in low light
for nutrient-limited conditions (Fig. 2a), the PIC quota for
nutrient-replete conditions in low light was unexpectedly low
indicating a potential anomaly in the calcification process for
this experiment.
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Figure 6. Model fitted to the data of the nitrate-limited cultures of strain RCC911 in high-light conditions.

In our experiments N limitation led to an increase in the
PIC : POC ratio in both high- and low-light conditions, a re-
sult that is consistent with most previous N limitation studies
with E. huxleyi (see review by Raven and Crawfurd, 2012),
but the cause of this increase appears to vary. According to
Müller et al. (2008) and Raven and Crawfurd (2012), N-
limited cells decrease in volume due to substrate limitation
and lower assimilation of nitrogen in the G1 phase of the cell
division cycle, but in our experiments N limitation did not
cause an obvious decrease in cell volume or POC quota, but
rather an increase in PIC quota relative to nutrient-replete
cells in both high- and low-light conditions (Fig. 2a). Both
Müller et al. (2008) and Fritz (1999) also reported an increase
of the PIC content of E. huxleyi in N-limited conditions. The
increase in PIC quota is difficult to explain in light of the ob-
servations that coccolith size was lower in N-limited cultures
and coccosphere volume was broadly comparable (given the
error margins) in control and N-limited cultures (Fig. 4).

P limitation had the greatest effect on cell size, cells being
significantly larger under P limitation than in control con-
ditions, for both high- and low-light regimes. The increase
in cell volume was accompanied by increases in both POC
and PIC quotas, again in both light conditions (Fig. 2). Ac-
cording to Müller et al. (2008), P limitation inhibits DNA
replication while biomass continues to build up, leading to
an increase in cell volume. This could explain the very high
volume of P-limited cells in high-light conditions in our ex-
periments, and the slightly increased cell volume in the P-
limited, low-light experiment, compared to experiments not

limited by PO4. P limitation resulted in a considerably higher
coccosphere volume than the other nutrient conditions, in
line with the observations of Müller et al. (2008) and Oviedo
et al. (2014). In high light, the PIC quota in P-limited cells
was more than tripled relative to nutrient-replete conditions.
This general effect of phosphate limitation was also reported
by Raven and Crawfurd (2012) and is likely due to the oc-
currence of larger (as shown by high DSL values) and po-
tentially more numerous coccoliths (Gibbs et al., 2013). In
the P-limited experiment, PIC : POC ratios increased rela-
tive to nutrient-replete cultures, similar to the experiments
of van Bleijswijk et al. (1994) and Berry et al. (2002), al-
though Oviedo et al. (2014) reported that the response of the
PIC : POC ratio to P limitation is strain specific in E. huxleyi.
The increase in PIC : POC in E. huxleyi is often greater for P
limitation than for N limitation (Zondervan, 2007), as in our
high-light experiment. However, in low light the PIC : POC
ratio was higher under N limitation, highlighting that co-
limitation can have unexpected physiological consequences.

In our experiments the PIC : POC ratio decreased with
light limitation in nutrient-replete and nutrient-limited con-
ditions (Fig. 3). Zondervan (2007) stated that the ratio of
calcification to photosynthetic C fixation increases with de-
creasing light intensities due to the lower saturation irradi-
ance for calcification than for photosynthesis in E. huxleyi.
However, due to a more rapid decline of calcification relative
to photosynthesis below saturation levels, this ratio decreases
again under strong light-limiting conditions (below approxi-
mately 30 µmol photons m−2 s−1). Several culture studies us-
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Figure 7. (a) Maximum normalised surface uptake rate VmaxN for
nitrate vs. the cell volume. Data from Marañón et al. (2013) in black,
data from Litchman et al. (2007) in red and the Droop model output
for the experiments presented in this work in blue and green de-
pending on the strain. (b) Minimum cellular quota Qmin for nitrate
vs. the cell volume. Data of Marañón et al. (2013) and the results
from the model and analysis of the present study. (c) VmaxN vs. the
half-saturation constant for nitrate uptake KN. Data of Litchman et
al. (2007) and results from the Droop model in nitrate-limited con-
ditions.

ing different E. huxleyi strains have reported this trend. Using
the same L:D cycle (12:12) as employed in our experiments,
Feng et al. (2008) also reported a decreasing PIC : POC ra-
tio between 400 and 50 µmol photons m−2 s−1. Comparable
observations have been reported in studies that used a 16:8
L:D cycle, with decreasing light from 300 down to a min-
imum of 30 µmol photons m−2 s−1 (Trimborn et al., 2007;
Rokitta and Rost, 2012). Again with a 16:8 L:D cycle, Rost
et al. (2002) reported a decrease of the PIC : POC ratio be-
tween 80 and 150 µmol photons m−2 s−1 (for a pCO2 level
comparable to that in our experiments), but an increase of the
ratio to 80 µmol photons m−2 s−1 with an increase of the irra-
diance from 15 to 30 µmol photons m−2 s−1. Our results in-
dicate that calcification was more severely limited than pho-
tosynthesis at 30 µmol photons m−2 s−1 in strain RCC911.

The non-significant correlation between DSL and cocco-
sphere size (Fig. 4c) is not consistent with the correlation
reported by Gibbs et al. (2013) between coccolith and coc-
cosphere size in fossil sediment samples, but the number of
observations in our study was too low to draw a robust con-
clusion about the relationship. The significant correlation be-
tween cell and coccosphere volume (Fig. 4b) and observa-
tions of other studies (e.g. Aloisi, 2015; Gibbs et al., 2013)
support the conclusion that coccosphere size in the water col-
umn and in sediments could be used as a proxy for cell size
(and thus POC quota).

In summary, apart from the phosphate-limited low-light
experiment, nutrient limitation led to a cessation of cell di-
vision (entry into stationary phase) at the end of the exper-
iment. Nutrient limitation decreased the particulate organic
P or N quota for the limiting nutrient (POP for P limitation
and PON for N limitation) and increased the PIC : POC ratio
under both light conditions. Discerning the effect of nutri-
ent limitation on morphological properties was complicated
by the relatively large margins of error, but the overall trend
was of an increase in cell/coccosphere size under P limitation
and no obvious effect under N limitation. Light limitation de-
creased the PIC quota, the cell size and the PIC : POC ratio in
every nutrient condition, whereas POC : PON and POC : POP
decreased with light limitation. Further investigations need to
be carried out to improve the understanding of the effect of
light intensity on the PIC : POC ratio.

4.2 E. huxleyi physiological parameters obtained by
modelling growth in a batch reactor

In contrast to the Monod model, the Droop model was able
to accurately reproduce the experimental data obtained in ex-
periments with E. huxleyi strain RCC911 as well as the ex-
periments of Langer et al. (2013). The Droop model was no-
tably able to reproduce the increase in cell number after the
limiting nutrient had been exhausted. This indicates that, as
for several other phytoplankton groups (Lomas and Glibert,
2000), E. huxleyi has the ability to store nutrients internally
to continue growth to some extent when external nutrient lev-

Biogeosciences, 13, 5983–6001, 2016 www.biogeosciences.net/13/5983/2016/



L. Perrin et al.: Growth of the coccolithophore Emiliania huxleyi 5995

Figure 8. Model fitted to the data of the nitrate-limited cultures on RCC911 strain in low light. The shaded area corresponds to the equivalent
nitrate concentration in the BIOSOPE ecological niche of coccolithophores at the GYR station (between 150 and 200 m depth).

els become very low. In our experiments and those of Langer
et al. (2013), cells grew on their internal nutrient reserves and
managed two to three cell divisions in the absence of external
nutrients. These observations are consistent with the explana-
tion of both Monod and Droop models by Bernard (2011).

Numerous studies have estimated the maximum nutrient
uptake rate VmaxR and the half-saturation constant for nu-
trient uptake KR , especially for nitrate uptake, for a vari-
ety of phytoplankton species. The values obtained in our
study for KN for high-light E. huxleyi cultures (Table 3)
are comparable to those reported in the literature. Using
E. huxleyi in chemostat experiments, Riegman et al. (2000)
found KN values between 0.18 and 0.24 µM and KP be-
tween 0.10 and 0.47 µM. In addition, they reported a VmaxN
of 7.4.10−6 µmol cell−1 d−1, which is similar to that found
for RCC911 and PML B92/11 (Table 3).

When comparing physiological parameters between phy-
toplankton taxa, the scaling of physiological parameters
with cell size has to be taken into account (Marañón et
al., 2013). Marañón et al. (2013) plotted Qmin and µmax
against cell size (see Fig. 7b forQmin vs. cell size) for differ-
ent phytoplankton species. In these plots coccolithophores
fall with the smallest diatoms. Figure 7a reports VmaxN
vs. cell size for different groups of phytoplankton based
on the results of Litchman et al. (2007) (using a compiled
database) and of Marañón et al. (2013) (22 cultivated species)
and the results obtained with the Droop model in this study.
Despite the different procedures used to obtain VmaxN (sim-
ulated with a model or measured experimentally), all val-

ues for coccolithophores fall in the same range. Collos et
al. (2005) and Litchman et al. (2007) found a linear cor-
relation between the maximum uptake rate and the half-
saturation constant for nitrate uptake across several phyto-
plankton groups (Fig. 7c). This correlation defines a phys-
iological relation between the capacity to assimilate nutri-
ents efficiently (high VmaxR) and the capacity to assimilate
nutrients in low-nutrient environments (low KR), and thus
thrive in oligotrophic conditions. This analysis shows that
large phytoplankton like diatoms and dinoflagellates have
high maximum nitrate uptake rates and high half-saturation
constants for nitrate uptake. The half-saturation constant for
nitrate uptake for E. huxleyi is consistently low compared to
other groups of phytoplankton, which means that it will be
competitive in low-nitrate waters (Litchman et al., 2007).

4.3 Controls on E. huxleyi growth in the deep
BIOSOPE niche

The BIOSOPE cruise was carried out in 2004 along a transect
across the South Pacific Gyre from the Marquesas Islands to
the Peru–Chili upwelling zone. The aim of this expedition
was to study the biological, biogeochemical and bio-optical
properties (Claustre et al., 2008) of the most oligotrophic
zone of the world ocean (Claustre and Maritorena, 2003).
The deep ecological niche of coccolithophores along this
transect occurred at the deep chlorophyll maximum (DCM;
Beaufort et al., 2008). According to Claustre et al. (2008) and
Raimbault et al. (2008), the nitrate concentration at the GYR
station at the DCM (between 150 and 200 m depth) was be-
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Figure 9. Left panel: In situ data (0 to 250 m) at the GYR station of the BIOSOPE transect (114.01◦W, 26.06◦ S). Profiles of in situ measured
chlorophyll a, PAR irradiance and nitrate concentration are shown. The dashed line represents an extrapolation of the irradiance between
117 m (last point measured) and 250 m considering a constant attenuation coefficient Kd (Kd = 0.025 m−1 from Claustre et al., 2008) and a
simple light calculation taken from MacIntyre et al. (2002). The dotted black line is the depth at which the KN (0.09 µM) is observed. This
depth also corresponds to the lower limit of nitrate limitation. Light limitation starts above the DCM and intensifies with depth. The green
shaded area corresponds to the location of the maximum of coccosphere abundance taken from Beaufort et al. (2008) between 120◦ and
107◦W. The right panel shows the growth rate of E. huxleyi with depth at the GYR station (calculated using Appendix Eq. A8).

tween 0.01 and 1 µM. In our nitrate-limited low-light culture
experiment (Fig. 8), this concentration occurred between the
end of the exponential growth phase and the beginning of the
stationary phase (days 8 to 9), when nitrate limitation began
to affect instantaneous growth rates. Claustre et al. (2008) re-
ported a nitrate concentration < 3 nM (i.e. below the detection
limit) in the 0–100 m water column, whereas phosphate con-
centration was always above 0.1 µM in surface layers (Raim-
bault and Garcia, 2008). Moutin et al. (2008) concluded that
phosphate was apparently not the limiting nutrient for phyto-
plankton along the BIOSOPE transect. A potential influence
of organic nitrogen sources, which E. huxleyi is capable of
using (Benner and Passow, 2010), cannot be excluded, but
these would be expected to have been distributed vertically
in a similar way to nitrate.

The picture that emerges from Fig. 9 is consistent with the
model of Klausmeier and Litchman (2001), who predicted
that growth in a DCM should be limited by both light and
one nutrient, with the upper layer of the DCM being lim-
ited by nutrient supply and the deeper layer by light. The
experiments and modelling work presented here allow us to
confirm that growth of E. huxleyi in the deep niche at the
GYR station of the BIOSOPE transect was clearly limited
by light in the lower part of the DCM, and by nitrogen in
the upper part of the DCM and upper water column. Ni-

trification and the vertical diffusivity of nitrate through the
nitracline (Holligan et al., 1984) needs to be taken into ac-
count and could potentially be a source of dissolved nitrate
in the deep niche of coccolithophores. The depth-distribution
of the modelled E. huxleyi growth rate, and of dissolved ni-
trogen, light intensity, chlorophyll a concentration and coc-
colithophore abundance supports the inferred light–nitrate
co-limitation (Fig. 9). We used the physiological parame-
ters constrained in our experiments together with a steady
state assumption for uptake and assimilation of nitrate (see
appendix) to obtain the vertical profile of E. huxleyi growth
rate at the GYR station (Fig. 9). This calculation, forced by
the irradiance and nitrate data from the GYR station, shows
that E. huxleyi growth rate was maximal at a depth corre-
sponding to that of the measured maximum chlorophyll a
concentration. The half-saturation constant for nitrate uptake
KN constrained with the Droop model (0.09 µM) lies within
the deep niche (Fig. 9). The maximum estimated growth rate
at the GYR station (0.06 d−1 at 173 m depth) corresponds to
an E. huxleyi generation time of 11.5 days, suggesting that
division rate at the DCM was extremely slow (0.086 division
per day), all the more so since this estimate does not con-
sider grazing and vertical export of cells. Reports of the in
situ growth rate of phytoplankton are not common, including
for E. huxleyi, due to the inherent difficulties in measuring
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this parameter (Laws, 2013). Goldman et al. (1979) reported
phytoplankton doubling times in the North Pacific around
0.36–0.89 per day which corresponds to a growth rate of ap-
proximately 0.25 d−1. Selph et al. (2011) estimated growth
rates in the equatorial Pacific between 110 and 140◦W to
be below 0.3 d−1 for the phytoplankton community living at
1 % of surface irradiance with net growth rates (considering
mortality rates) around zero.

With the above limitation pattern in mind, it is possible to
predict the effect of nitrate and light variability on the vertical
evolution of the E. huxleyi PIC : POC ratio in gyre conditions.
According to our experimental results, the PIC : POC ratio
increases slightly with nitrate limitation but the strongest ef-
fect on PIC : POC ratio seems to be in response to light inten-
sity. As noted above (Sect. 4.1), several studies have shown
that the PIC : POC ratio increases with decreasing irradiance
down to an average of 55± 25 µmol photons m−2 s−1, but
that it decreases with light limitation below this value. At
the BIOSOPE GYR station, the PIC : POC ratio of E. hux-
leyi would be expected to be intermediate in surface wa-
ters (nitrate-poor but high light intensity) and then to in-
crease and attain a maximum value in lower subsurface wa-
ters down to the upper part of the deep niche (between 80
and 30 µmol photons m−2 s−1; therefore between 110 m and
150 m depth). The PIC : POC ratio would then decrease in
the lower part of the deep niche, and finally decrease dras-
tically in deeper, relatively nitrate-rich but extremely low-
irradiance waters. This prediction cannot be verified with
the available published data from the BIOSOPE transect and
PIC : POC ratio of coccolithophores are not only controlled
by light and nitrate conditions, but a comparable pattern for
the upper part of the ocean was observed through in situ mea-
surements by Fernández et al. (1993). Our predictions need
to be verified via in situ studies of DCM zones dominated
by coccolithophores. Klaas and Archer (2002) reported that
coccolithophores are responsible for the main part of calcium
carbonate export to the deep sea and that the rain of organic
carbon is mostly associated with calcium carbonate particles,
because of their higher density than opal particles and higher
abundance than terrigenous material. The gyre ecosystem is
a good example of the fact that effects on the rain ratio, and
therefore on the carbon pump and carbonate counter-pump,
need to be integrated over the whole photic zone. A low PIC
quota due to the majority of production occurring at low ir-
radiance in the deep niche would limit the E. huxleyi-related
calcium carbonate rain to the sediments, and potentially also
limit the ballasting of organic carbon to the deep ocean.

5 Conclusions

We present one of the few laboratory culture experiments
investigating the growth and PIC : POC ratio of the coccol-
ithophore E. huxleyi in light- and nutrient-limited conditions,
mimicking those of the deep ecological niche of coccol-

ithophores in the South Pacific Gyre (Beaufort et al., 2008;
Claustre et al., 2008). By combining batch culture experi-
ments with a simple numerical model based on the internal
stores (Droop) concept, we show that (1) E. huxleyi has the
capacity to divide up to several times in the absence of ex-
ternal nutrients by using internal nutrient stores; (2) a sim-
ple batch culture experimental set-up combined with a Droop
model, as opposed to the more time-consuming and expen-
sive continuous culture approach, can be used to estimate
fundamental physiological parameters that describe the re-
sponse of phytoplankton growth to nutrient availability and
(3) the position of the deep coccolithophore niche of the
South Pacific Gyre coincides with the depth of maximum
potential growth rate calculated by our physiological model
for E. huxleyi; at shallower depths growth is strongly lim-
ited by dissolved nitrate availability, while at greater depths
it is strongly limited by the paucity of light. These obser-
vations confirm the theoretical prediction of Klausmeier and
Litchman (2001) with regard to the environmental controls
of growth in the DCM. Our conclusions were based on ex-
periments using E. huxleyi strain RCC911 that was isolated
from surface waters of the BIOSOPE transect and it will
be important to repeat this approach using deep-dwelling
strains. There is potential for our approach to shed light on
the functioning of other oligotrophic, low-light phytoplank-
ton ecosystems live in cold, dark, nutrient-poor Arctic and
Antarctic waters.

6 Data availability

Data from the BIOSOPE transect of attenuation co-
efficient, nitrate concentration and chlorophyll a were
taken from the BIOSOPE database available on the web-
site: http://www.obs-vlfr.fr/proof/php/x_datalist.php?xxop=
biosope&xxcamp=biosope; and access have been provide by
C. Schmechtig.
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Appendix A

To obtain the growth rate through the vertical profile at the
station GYR, we needed to express the cellular quota QN as
a function of the nitrate concentration NO3 [N ]. To achieve
this, we resolved the system of three equations from the
Droop theory:

dQN

dt
=NUP−µ×QN (A1)

NUP = SCell×VmaxN×
[N ]

[N ]+KN
(A2)

µ= µmax×
(1+KQN) ×

(
Q−Qmin

N
)(

Q−Qmin
N
)
+ KQN ×

(
Qmax

N − Qmin
N
) . (A3)

Considering a stationary state (uptake-assimilation steady
state) and thus assuming the differential Eq. (A1) equal to
zero, we resolved the system to express the cellular quota
QN vs. the nitrate concentration (see Fig. A1):

A=
1

2 × (1+KQN)×µmax × (KN+ [N ])

×

(
KN× (1+KQN)×µmax×Q

min
N

)
(A4)

B =
(
(1+KQN)×µmax× [N ]×Qmin

N

)
+

([N ]× Scell×VmaxN) . (A5)

C =√√√√√ 4(1+KQN)×µmax × [N ]
×(KN + [N ])×

(
KQN ×Q

max
N − (1+KQN)×Q

min
N
)
× Scell ×VmaxN

+
(
(1+KQN)×µmax × (KN + [N ])×Qmin

N + [N ]× Scell ×VmaxN
)2 (A6)

QN = A× (B +C) (A7)

Figure A1. Cellular quota of nitrogen vs. the nitrate concentration
using parameters of the best-fit results of the model ran for the low-
light and nitrate-limited experiment with RCC911.

Thus, the growth rate can be expressed depending on
the irradiance (and KIrr; see Sect. 2.2.1) and the cellular
quota QN. Physiological parameters are known (output of
the model for the experiment in high-light and low-nitrate
conditions):

µ= µmax×
(1+KQN) ×

(
Q−Qmin

N
)(

Q−Qmin
N
)
+ KQN ×

(
Qmax

N − Qmin
N
)

×

(
1− e

(
−Irr
KIrr

))
. (A8)

The vertical profile of the growth rate of coccolithophores at
the GYR station, calculated with this equation, is shown in
Fig. 9.
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The Supplement related to this article is available online
at doi:10.5194/bg-13-5983-2016-supplement.
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RESUME 

 Les coccolithophoridés sont des microalgues unicellulaires calcifiantes qui jouent un rôle 

important dans le cycle du carbone océanique via leurs processus cellulaires de photosynthèse (puits 

de CO2) et de calcification (source de CO2). L’espèce la plus abondante dans l’océan moderne est 

l’espèce cosmopolite Emiliania huxleyi, qui est caractérisée par une forte tolérance à de larges 

gammes de température, d’irradiance et de concentrations en nutriments. La distribution d’E. huxleyi 

qui s’étend des régions subarctiques aux régions subéquatoriales et des eaux eutrophes aux eaux 

oligotrophes en fait l’espèce de coccolithophoridés la plus étudiée jusqu’à présent. Cependant, sa 

réponse physiologique à des conditions environnementales clés comme la co-limitation en lumière et 

en nutriments reste peu étudiée, que ce soit in situ, où ces conditions sont rencontrées dans les 

niches profondes de coccolithophoridés des gyres oligotrophes, ou en laboratoire. J’ai ainsi réalisé 

des expériences de culture et une approche de modélisation numérique afin d’étudier la réponse 

physiologique d’E. huxleyi en conditions de limitation en nutriments et en lumière, avec pour objectif 

d’améliorer notre compréhension du contrôle environnemental des niches profondes de 

coccolithophoridés.  

La première partie de cette thèse a été dédiée à des expériences de culture en batch réalisées à 

la Station Biologique de Roscoff afin de tester la co-limitation en lumière et en nutriments (nitrate et 

phosphate) avec une souche d’E. huxleyi isolée dans le gyre Pacifique-Sud (transect BIOSOPE). Ces 

expériences ont permis l’étude de la morphologie et des taux métaboliques d’E. huxleyi dans ces 

conditions de co-limitation, qui n’ont quasiment jamais été testées avant ce travail. Cette étude en 

laboratoire a montré que les effets de co-limitation en lumière et nutriments sont différents des 

effets des limitations séparées. Un modèle physiologique simple basé sur la théorie de Droop a été 

appliqué aux expériences de culture afin d’obtenir les valeurs de paramètres physiologiques pour E. 

huxleyi comme la constante de demi-saturation pour l’assimilation en nutriment et le taux 

d’assimilation maximum. Ces paramètres physiologiques sont plus communément obtenus à partir 

d’expériences en chemostat plus coûteuses et plus longues. Mon approche fournit une procédure 

simple et rapide pour estimer ces paramètres fondamentaux dont les valeurs obtenues sont en 

accord avec celles disponibles dans la littérature pour les coccolithophoridés et mettent en évidence 

leur forte affinité pour les nutriments et leur fort taux de croissance maximal par rapport à d’autres 

groupes phytoplanctoniques. Cette capacité à croître dans des environnements si différents est 

confirmée par l’existence de niches profondes telle que celle du gyre Pacifique-Sud observée 

pendant la campagne BIOSOPE. Cette niche, caractérisée par une forte communauté d’Isochrysidales 

comme E. huxleyi, Gephyrocapsa sp. et Reticulofenestra sp., a été étudiée dans la troisième partie de 

cette thèse. Combinant les paramètres physiologiques et les données biogéochimiques in situ, une 

approche analytique a été utilisée pour estimer le taux de croissance et le taux de calcification d’E. 

huxleyi le long du transect BIOSOPE, montrant que les principaux facteurs environnementaux 

contrôlant ces deux taux métaboliques sont la disponibilité en nitrate et en lumière. 

Mots clés : Coccolithophoridés ; Emiliania huxleyi ; Co-limitation ; Nutriments et lumière ; 

Physiologie ; Modèle de Droop ; Paramètres physiologiques ; Gyre Pacifique-Sud ; BIOSOPE. 


