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1Le carbone

Durant de nombreuses années, la concentration en dioxyde de carbone (CO2) a évolué

stablement dans l’atmosphère autour de 180 à 280 parties par millions (ppm). Le carbone

était jusque là stocké dans des réservoirs stables. L’utilisation des énergies fossiles, et

notamment par combustion, a contribué à une augmentation brutale des concentrations de

CO2 dans l’atmosphère. Depuis le début de la révolution industrielle, cette concentration

ne cesse d’augmenter et a atteint en 2013 des valeurs de 400 ppm (Tans et Keeling 2014)

(figure 1.1) soit presque 590 Giga tonnes de Carbone (GtC) dans l’atmosphère (Foster et

Rae 2016).

Figure 1.1 – Courbe de Keeling issue du site internet https ://scripps.ucsd.edu

Les prédictions à l’horizon 2100 des teneurs en CO2 atmosphérique sont de l’ordre

de 550 ppm dans le meilleur des scénarios et de 930 ppm dans le pire des scénarios.

Cette augmentation avait été estimée à environ 1% par année, cependant depuis quelques

années, elle se serait accélérée jusqu’à atteindre une valeur de 3.4% par an (Le Quéré

et al. 2009). Durant les années 1980 et 1990 seulement 50% du CO2 rejeté par les activités

humaines dans l’atmosphère a été piégé par les océans et la biosphère terrestre (Houghton
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4 Chapitre 1. Le carbone

JT et al. 2001, Kleypas et al. 2006, EPICA community members 2004, Siegenthaler et al.

2005).

Le CO2 est l’un des gaz à effets de serre (GES) les plus abondants de l’atmosphère avec

le méthane (CH4), le protoxyde d’azote (N2O) et la vapeur d’eau. Les GES absorbent le

rayonnement infrarouge et contribuent ainsi au réchauffement de la planète. L’augmen-

tation de la concentration en CO2 d’origine anthropique à laquelle s’ajoutent les émis-

sions de composés fluorés (Chlorofluorocarbures, Hydrofluorocarbures, Hexafluorure de

soufre,...) contribuent au processus de réchauffement au cours du dernier siècle. Ce der-

nier engendre des changements dans les gradients de températures entre les pôles et

l’équateur. En effet, on observe une augmentation de la température plus importante aux

niveaux des pôles. Cela se traduit par des modifications de l’albédo avec des rétroactions

positives sur le bilan énergétique de la planète (Solomon 2007, Stocker 2014). Ce réchauf-

fement n’est qu’une des manifestations du changement climatique.

On retrouve dans l’océan une quantité importante de carbone (figure 1.2). Il constitue

un puits important du CO2. Il y a environ 1020 GtC à la surface des océans sous forme

dissoute. Environ 3 GtC sont utilisés par le phytoplancton, les macro-algues, les bactéries,

le zooplancton et les poissons. Le carbone organique dissous (Dissolved Organic Carbon :

DOC) représente environ 800 GtC excrété par le phytoplancton. L’océan profond contient

plus de 38.000 GtC et le sédiment 150 GtC. L’océan profond constitue ainsi l’un des plus

grands réservoirs de carbone de la planète. Au total, l’océan contient près le 40,000 GtC

(océan et sédiments). L’atmosphère et la biosphère terrestre sont de petits réservoirs com-

parés à celui de l’océan (respectivement, 730 GtC sous la forme de CO2 gazeux et 2200

GtC (sols et végétations).

Les échanges de carbone entre atmosphère/océan, atmosphère/biosphère et océan de

surface/océan profond sont plus ou moins intenses (figure 1.2). Du fait de l’augmentation

des émissions anthropiques, les flux d’échanges sont perturbés et le bilan des échanges

entre l’atmosphère, la biosphère et l’océan est déséquilibré d’environ de 8 GtC/an. En

outre la combustion des énergies fossiles, le développement des procédés industriels ou

encore la déforestation (figure 1.3) contribuent au déséquilibre du bilan de carbone. La

déforestation et l’industrialisation contribue à l’augmentation de 45% du CO2 atmosphé-

rique et de 26% dans les océans. Les principaux puits du CO2, à court terme, sont la

photosynthèse par la biomasse chlorophyllienne et les échanges océan/atmosphère no-

tamment et par le transfert du carbone vers l’océan profond. Il existe d’autres sources qui
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Figure 1.2 – Cycle du Carbone – Les chiffres en noir correspondent au stockage du carbone exprimés en

GtC, ceux en violet correspondent au flux annuel exprimés en GtC/an. Image et données sont issues du site

earthobservatory.nasa.gov
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sont, quant à elles, des sources naturelles du CO2 telles que le manteau terrestre par son

activité volcanique à travers les sources hydrothermales, la respiration de la biosphère ou

encore la combustion des énergies fossiles. L’océan absorbe plus de CO2 qu’il n’en émet

en réponse à l’apport anthropique de CO2 (figure 1.2).

Figure 1.3 – Sources et puits du CO2 - Issue de l’étude de Archer (2010)



2Le carbone dans l’océan

2.1 Le carbone inorganique

L’océan couvre les deux tiers de la surface du globe. Depuis l’ère industrielle, il joue

un rôle clé dans le cycle du carbone, en absorbant près du tiers du CO2 atmosphérique

d’origine anthropique (Khatiwala et al. 2013). Le carbone existe dans l’eau de mer sous 3

formes inorganique principales : le CO2 aqueux dissous, les ions bicarbonates (HCO−
3 ) et

les ions carbonates (CO2−
3 ). La distribution de ces espèces varie en fonction notamment

de la profondeur.

La distribution du CO2 dissous dans les océans résulte de processus biologiques et

de processus physico-chimiques qui contrôlent les échanges de CO2 entre l’atmosphère et

l’océan puis l’export (figure 1.4) (Bopp et al. 2015).

La photosynthèse réalisée par le phytoplancton se déroule essentiellement dans la

zone euphotique. Les organismes autotrophes utilisent en effet la lumière, les nutriments

et le carbone inorganique dissous pour synthétiser la matière organique particulaire (POC)

selon la réaction :

16CO2 + 16NO−
3 + H2PO−

4 + 17H++ 122H2O ⌦ (CH2O)106(NH3)16H3PO4 + 138O2 (2.1)

Cette production primaire génère aussi une quantité de carbone organique dissous.

Une partie de ce carbone organique est transférée plus profondément dans la colonne

d’eau par le biais des réseaux trophiques qui permettent ainsi à une partie du DOC d’être

séquestrée dans les eaux profondes (seulement 0,1%, d’après Feely et al. (2009)). Associé à

la pompe biologique, il existe une autre pompe nommée la contre-pompe des carbonates.

Cette contre-pompe résulte de la production des carbonates de calcium par les réactions
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Figure 1.4 – Cycle du carbone dans l’océan : pompes physiques et biologiques (d’après Bopp et al., 2002)

suivantes :

CaCO3 ⌦ Ca2+ + CO2−
3 (2.2)

Ca2+ + 2HCO−
3 ⌦ CaCO3 + CO2 + H2O (2.3)

L’existence de cette contre-pompe est liée à l’activité des organismes calcifiants tels

que les coccolithophoridés, les foraminifères ou les coraux (Denman et al. 2007) (voir par-

tie 2.3). Les mécanismes physico-chimiques interviennent aussi dans le cycle océanique

du carbone. Ils sont liés aux échanges directs entre l’océan et l’atmosphère par processus

thermodynamiques et à la circulation océanique (Sabine et al. 2004) (figure 1.6a). C’est le

cas par exemple des zones d’upwellings, qui par la remontée d’eaux profondes chargées

en carbone inorganique dissous contribuent au relargage de CO2 dans l’atmosphère. Les

zones de convection au contraire, comme la mer du Labrador en Atlantique Nord, sont

des régions de piégeage du CO2 atmosphérique dans l’océan profond. L’équilibre ther-

modynamique entre la forme gazeuse et la forme aqueuse du CO2 est décrit par la loi de

Henry :

CO2(gaz) ⌦ CO2(aq) K0 (2.4)

La constante K0 correspond au coefficient de solubilité du CO2 dans l’eau de mer

(Weiss 1974). Elle dépend de la température et de la salinité. Le CO2 est plus soluble à

basse température. Une fois dissous dans l’eau il donne lieu à plusieurs formes libres

(eq. (2.5)) : le CO2(aq), les ions bicarbonates HCO−
3 , les ions carbonates CO2−

3 et l’acide
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carbonique H2CO3, mais ce dernier ne représente que 0.3% du CO2.

CO2(gaz) = CO2(aq) + H2CO3 + HCO−
3 + CO2−

3 (2.5)

Les différentes espèces inorganiques du carbone dissous (figure 1.5) réagissent avec

l’eau de mer selon les équilibres suivants :

CO2 + H2O ⌦ HCO−
3 + H+ K⇤

1 (2.6)

HCO−
3 ⌦ CO2−

3 + H+ K⇤
2 (2.7)

Les constantes K⇤
1 et K⇤

2 sont les constantes d’équilibres stoechiométriques et de disso-

ciations du dioxyde de carbone dans l’eau de mer. Elles sont exprimées en fonction des

concentrations des différentes formes dans l’eau de mer. Avec pK⇤
S = - log(K⇤), on a :

K⇤
1 =

[HCO−
3 ][H

+]

[CO2]
(2.8)

K⇤
2 =

[CO2−
3 ][H+]

[HCO−
3 ]

(2.9)

K⇤
1 et K⇤

2 sont fonction de la température, de la pression et la salinité. On définit le car-

bone inorganique dissous (Dissolved Inorganic Carbon : DIC) comme étant la somme des

formes inorganiques du carbone inorganique :

DIC = [CO2] + [HCO−
3 ] + [CO2−

3 ] + [H2CO3] (2.10)

La proportion de chacune des espèces dépend des constantes de dissociation qui va-

rient en fonction du pH (figure 1.5). Dans les conditions actuelles, le pH à la surface des

océans est d’environ 8.1, les ions HCO−
3 sont majoritaires (environ 91%), les ions CO2−

3 ne

représentent que 8% du carbone dissous total (Raven et al. 2005).

Pour décrire le système des carbonates dans l’eau de mer il existe un autre paramètre

essentiel : l’alcalinité totale (Total Alkalinity : TA). Ce paramètre rend compte de l’équilibre

des charges ioniques dans l’eau de mer. Il est défini comme l’excès de base c’est à dire la

somme des charges positives non compensées par les acides forts, ou bien l’ensemble des

charges des acides faibles. L’alcalinité totale est donnée par l’équation suivante :

TA = [HCO−
3 ] + 2[CO2−

3 ] + [B(OH)−4 ] + [HO−]− [H+] + autres (2.11)

Le terme "autres" correspond aux ions mineurs présents dans l’eau de mer. Les travaux

de Broecker et al. 1982 ont montré que l’alcalinité associée aux ions CO2−
3 , HCO−

3 mais
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Figure 1.5 – Spéciation et abondance du carbone inorganique dissous dans l’eau en fonction du pH mesuré

aussi associée aux ions B(OH)−4 permettaient de contrebalancer la majeure partie de l’ex-

cès de charges des cations conservatifs (Na+, Mg2+, Ca2+, PO4) et des anions (chlorures et

sulfates). TA avec le DIC sont des paramètres dont les quantités sont conservatives (Zeebe

2012). Les concentrations sont exprimées en µmol.kg−1 et sont affectées par les variations

de pressions et de températures (Zeebe 2012).

2.2 L’acidification des océans

L’augmentation des teneurs en CO2 atmosphérique et sa dissolution en quantités crois-

santes dans les océans induisent le phénomène d’acidification des océans (Ocean Acidifi-

cation : OA) qui se traduit par une diminution du pH dont l’expression est donnée par la

formule suivante :

pH = −log[H+] (2.12)

L’OA fait donc référence au changement de pH dans l’océan résultant de l’augmentation

du CO2 dissous dans l’océan et au déplacement d’équilibre du système des carbonates

(figure 1.6).

Les variations de pH peuvent être liées à d’autres processus tels que la photosynthèse
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Figure 1.6 – Système des carbonates avant l’ère industrielle (gauche) et dans le contexte de l’acidification

des océans (droite), les flèches rouges indiquent le flux de carbone d’origine anthropique modifiant l’équilibre

du système des carbonates.

et la minéralisation (EPOCA et Union 2010). Avant l’ère industrielle, le pH de l’eau de

mer était de l’ordre de 8.2 (EPOCA et Union 2010). Il a diminué de 0.1 unité au cours du

dernier siècle, ce qui correspond à une augmentation de 26% du CO2 absorbé par l’océan

au cours de cette période. Actuellement, le pH actuel de l’océan est donc en moyenne de

8.1 et diminue d’environ 0.001 unité par année, ce qui a ce taux, amènerait à un pH des

océans à 7.8 d’ici 2100 (Gattuso et Lavigne 2009, Caldeira et Wickett 2003, Zeebe 2012,

Solomon 2007, Zeebe et Caldeira 2008). Les suivis temporels du pH de l’eau de mer ont

montré qu’en quelques décennies, les valeurs ont variés plus fortement qu’au cours des

ères géologiques (Hönisch et al. 2012). L’impact de l’OA sur la biodiversité et sur les

capacités d’adaptation des organismes sont à l’heure actuelle largement étudiés mais en-

core mal compris. Ces travaux menés jusqu’ici ont révélés des réponses négatives sur les

organismes carbonatés notamment chez les coraux et certains organismes phytoplancto-

niques. Il apparaît que certains organismes exercent à des degrés variables un contrôle sur

les processus de biominéralisation.
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Figure 1.7 – Organismes calcifiants de l’océan. (a) Squelette de corail (issue de la collection de Université

College de Dublin (UCD) ; (b) foraminifère observé au Microscope Electronique à Balayage (MEB) (issue du

Museum d’histoire naturelle de Londres) ; (c) coccolithophoridés observés au MEB à la Station Biologique de

Roscoff.

2.3 Rôle des carbonates

Le cycle des carbonates en milieu marin fait partie intégrante du cycle du carbone.

Le carbonate de calcium (CaCO3) est formé à partir des ions Ca2+ et des ions CO2−
3 . Il

existe deux types de processus impliquant les carbonates de calcium : la calcification et

la dissolution. Elle peut être d’origine authigénique c’est-à-dire issue de la diagénèse, ou

d’origine biogénique donc liée la production par les organismes phytoplanctoniques tels

que les coccolithophoridés, les foraminifères planctoniques et benthiques, ou les coraux.

La formation du CaCO3 est décrite selon les équations suivantes :

Ca2+ + CO2−
3 ⌦ CaCO3 (2.13)

Ca2+ + 2HCO−
3 ⌦ CaCO3 + H2O + CO2 (2.14)

Chez les organismes calcifiants (figure 1.7), le CaCO3 existe sous deux formes principales :

l’aragonite de structure cristalline orthorhombique, et la calcite de structure cristalline

rhomboédrique. Ces structures se distinguent par des propriétés physico-chimiques, c’est-

à-dire par leur capacité à se solubiliser. Le produit de solubilité, K⇤
sp s’exprime par :

K⇤
sp = [Ca2+][CO2−

3 ] (2.15)

K⇤
sp dépend de la température, de la salinité, de la pression mais surtout de la structure

cristalline. L’aragonite est deux fois plus soluble que la calcite (Mucci 1983). La précipita-
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tion et la dissolution du CaCO3 dépendent de l’indice de saturation (Ω), défini par :

Ω =
[Ca2+][CO2−

3 ]

K⇤
sp

(2.16)

Ω dépend des concentrations en ions CO2−
3 du milieu. Les coquilles ou les squelettes car-

bonatés se forment lorsque Ω > 1.0. À l’inverse, ils se dissolvent lorsque Ω < 1.0. L’état

de saturation de l’océan est donc un paramètre important pour la préservation des or-

ganismes carbonatés. On définit, la lysocline comme étant la profondeur en dessous de

laquelle CaCO3 se dissout (figure 1.8). Quant à la profondeur de compensation des carbo-

nates (Carbonate Compensation Depth, CCD) (figure 1.8), elle représente la profondeur à

laquelle le taux de dissolution est égal au taux de production en surface. L’indice de sa-

turation des carbonates diminue avec la concentration en ions carbonates provoquée par

l’abaissement du pH des océans.
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Figure 1.8 – Coccolithophoridés dans le cycle du carbone biogéochimique, (A) Pompe biologique du Carbone ;

(B) Contre-pompe des carbonates, schéma adapté par Bendif 2011 issue de l’étude de de Vargas et al. 2007.



3Les coccolithophoridés

3.1 Histoire des coccolithophoridés

C’est à partir du XIXe siècle qu’ont été réalisé les premières observations de cocco-

lithes décrits comme de "minuscules objets elliptiques" (Christian Gottfried Ehrenberg,

1836). C’est Huxley qui confirma l’hypothèse avancée en 1857, qu’un coccolithe est un

"objet arrondi" de type inorganique. Il les nomma alors "coccolithes". La fin du XIXe siècle

est marquée par la première représentation des coccosphères par Georges Charles Wallich

(figure 1.9). Au cours du XXe siècle, des études plus approfondies ont été réalisées afin de

décrire plus précisément le nannoplancton dont font partie les coccolithophoridés (Bown

et al. 2004). Dans les années 1950, l’apparition de la microscopie a permis d’observer et

de mieux illustrer les espèces du nannoplancton. Depuis, le microscope électronique à

balayage (MEB) est devenu un outil très utilisé pour comprendre, étudier et illustrer la

morphologie et la structure de ces espèces nannoplanctoniques comme les coccolithopho-

ridés.

Figure 1.9 – Illustration des premières observations de coccophères (Wallich, 1861)

15
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Figure 1.10 – Schéma de la formation de coccolithes dans la vésicule interne, schéma adapté de Taylor et al.

(2011)

3.2 Morphologie et fonction

Le plancton marin représente quasiment 98% de la biomasse des océans (Sheldon

et al. 1972). Deux groupes majoritaires existent chez le plancton, les organismes pluricel-

lulaires et les organismes unicellulaires. C’est de ce dernier groupe dont fait partie les

coccolithophoridés. Ils appartiennent au groupe des Haptophytes, de la classe des Coc-

colithophyceae et de la sous-classe des Prymnesiophycea (Thierstein et Young 2013). Les

coccolithophoridés entre dans la catégorie du nannoplancton, du fait de leur petite taille

(comprise entre 2 mm et 20 mm) (Bown et al. 2004).

Ces algues calcaires fabriquent des structures complexes que l’on appelle des "cocco-

sphères" composées d’un assemblage de coccolithes (figure 1.10). Ces derniers sont formés

généralement dans une vésicule intracellulaire (Coccolith Vesicule : CV). Une fois formé,

le coccolithe est expulsé de la cellule au travers la membrane plasmique.



3.3. La biogéochimie des coccolithophoridés 17

On distingue deux grandes sortes de coccolithes : les holococcolithes et les hétérococco-

lithes. Les holococcolithes sont formés extracellulairement alors que les hétérococcolithes

sont formés intracellulairement, puis excrétés vers l’extérieur. Certaines espèces peuvent

former les deux types de coccolithes (Cros et al. 2000). Dans le cas de l’espèce Emiliania

huxleyi, sélectionnée pour cette étude, les coccolithes formés sont des hétérococcolithes.

Le rôle des coccolithes et de la coccosphère sont encore mal définis. Cette coquille

pourrait être fabriquée pour protéger les cellules contre la prédation et les agents pa-

thogènes. Elle pourrait être aussi une protection vis-à-vis des facteurs environnementaux

extérieurs tels que les stresses osmotiques, chimiques ou encore physiques (Manton 1986).

Les coccolithes pourraient aussi agir sur la régulation de flottabilité de la cellule et avoir

un rôle de régulateur sur la quantité de lumière reçue au cours de son développement

(Winter et Roth 1994) et faciliteraient la photosynthèse (Brownlee et Taylor 2004).

3.3 La biogéochimie des coccolithophoridés

Les organismes phytoplanctoniques autotrophes sont capables d’effectuer la photo-

synthèse donc de synthétiser la matière organique décrite par l’équation (2.1). Ils vont

donc jouer un rôle primordial dans la pompe biologique du carbone.

Le groupe des coccolithophoridés est très répandu sur le globe. Il a un impact im-

portant sur les cycles biogéochimiques marins, comme celui du carbone, avec des consé-

quences directes sur le climat. Depuis le milieu du Crétacé, il est responsable avec les fo-

raminifères du maintien du gradient vertical de l’alcalinité de l’eau de mer (Zeebe 2012).

Ces deux groupes représentent à eux deux presque 90% de la production de calcite pé-

lagique (Schiebel 2002). Les coccolithophoridés jouent un rôle clé non seulement dans le

cycle du carbone mais aussi dans celui du soufre. Ils sont aussi un composant important

dans les sédiments. La composition isotopique de la calcite des coccolithes ou celles de cer-

tains biomarqueurs qu’ils produisent sont utilisées pour étudier le changement climatique

(Thierstein et Young 2013). Cet organisme photosynthétique fixe le carbone inorganique

dans l’océan de surface en produisant de la matière organique particulaire (Particular

Organic Carbon : POC). L’export vertical d’une partie du matériel organique produit en

surface vers les eaux intermédiaires et profonds conduit à un piégeage du CO2. La mi-

néralisation du POC et le transfert de carbone à travers la chaîne trophique constituent

d’autres mécanismes qui permettent au carbone d’accéder aux couches profondes. L’en-
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semble de ces processus font partie de la pompe biologique du carbone (voir partie 2.1.).

Au contraire, la production du CaCO3 a un effet opposé sur les échanges air/océan qui se

traduit par un relargage de CO2 vers l’atmosphère. Ce processus est la contre-pompe des

carbonates (voir les parties 2.1. et 2.3.).

Les coccolithophoridés ont donc un double rôle sur les flux de CO2 échangés à l’in-

terface océan/atmosphère, en se comportant à la fois comme une source ou comme un

puits de CO2. La résultante de ces flux est caractérisée par le rapport du POC produit au

cours de la photosynthèse sur le PIC produit lors de la calcification (Shutler et al. 2013).

Ce rapport PIC/POC est appelé le "rain ratio". Les valeurs > 1, indiquent une production

de carbone inorganique plus élevée que celle de carbone organique. L’océan est alors une

source de CO2 vers l’atmosphère. À l’inverse, pour des valeurs < 1, l’océan est un puits

de CO2 atmosphérique.

3.4 Effets de l’acidification des océans sur les coccolithophori-

dés

L’étude de Meier et al. 2014 soulève une question importante : comment le CO2 an-

thropique influence t-il l’écosystème marin ?

Selon les modèles, avec l’abaissement du pH et la diminution de l’indice de saturation

en CaCO3, d’ici la fin du siècle, les organismes calcifiants seront affectés par l’acidification

des océans mais sans doute de manières différentes selon les espèces.

L’étude de Riebesell et Zondervan (2000), suggère que l’augmentation du pCO2 aug-

menterait le processus de photosynthèse des coccolithophoridés. Elle indique aussi un

effet direct sur la chimie des carbonates et les mécanismes de production des coccolithes

dans la cellule. Les effets sur la calcification de l’augmentation de pCO2 auraient des rétro-

actions sur le cycle du carbone et donc sur l’équilibre des carbonates. Associée aux effets

sur le métabolisme des organismes, la diminution du pH a des conséquences sur la mor-

phologie des coccolithophoridés (figure 1.11). Une malformation des coccolithes et des

coccosphères incomplètes ont été observées chez plusieurs espèces à des pH plus faibles

que le pH actuel. Cette étude indique que certains organismes carbonatés sont sensibles

aux variations de pCO2.

Cependant, des études intra-espèces ont montré que la réponse des coccolithophoridés

dépend aussi bien des espèces, que des souches et de leurs morphotypes (Langer et al.
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Figure 1.11 – Réponses des coccolithophoridés face l’augmentation à CO2 atmosphérique pour E. huxleyi

(gauche) et Gyrophycapsa oceanica - (a),(b)et (c) représentent les coccosphères et les coccolithes dans les

conditions pré-industrielles – et (d),(e) et (f) représentent les coccosphères et les coccolithes dans un océan

s’acidifiant. Issue de l’étude de Riebesell et Zondervan 2000

2009, Beaufort et al. 2011) (figure 1.12). L’étude de plusieurs souches a révélé l’adaptation

possible à l’augmentation du CO2 (Rouco et al. 2013, von Dassow et al. 2017).
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Figure 1.12 – Réponses spécifiques des différentes souches de E. huxleyi, étude issue des travaux de Langer

et al. (2009)



4δ11B et B/Ca de la calcite et pH

En paléocéanographie et biogéochimie, on définit un proxy comme une molécule, un

élément chimique ou biologique enregistrant les variations environnementales ou clima-

tiques. Les espèces carbonatées comme les coccolithophoridés ou les foraminifères consti-

tuent des archives des conditions climatiques passées. Plusieurs traceurs géochimiques

issus des coccolithophoridés sont utilisés pour la reconstruction du climat. Le degré d’in-

saturation des alcénones, molécules organiques produites lors de la photosynthèse, est un

proxy robuste de la température de surface de l’eau de mer (Sea Surface Temperature,

SST). Leurs analyses dans les sédiments marins permettent de reconstruire à haute réso-

lution temporelle les températures passées de l’océan de surface (Prahl 1987, Sicre et al.

2008). L’isotopie du carbone (δ13C) des alcénones et des coccolithes est utilisée pour la re-

construction du pCO2 (Hermoso et al. 2014). Les rapports strontium sur calcium (Sr/Ca)

ou encore magnésium sur calcium (Mg/Ca) de la calcite des coccolithes font l’objet d’une

recherche active. Ces rapports élémentaires pourraient permettre de tracer l’évolution des

températures et des conditions de calcification (Müller et al. 2013, Langer et al. 2006).

4.1 Le bore et ses isotopes

Le bore est un élément chimique appartenant à la famille des métalloïdes (colonne

IIA) mais il est le seul élément non métallique de sa colonne. Son numéro atomique est

5, de configuration électronique 1s2 2s2 2p1. Le bore est trivalent et forme des liaisons

covalentes. Son état redox est + III, sa spéciation est donc indépendante de l’état rédox

du milieu dans lequel il se trouve. Le bore est un élément lithophile, c’est-à-dire qu’on le

retrouve facilement sous la forme borate (B(OH)−4 ) ou acide borique (B(OH)3) en asso-

ciation avec l’oxygène. Il existe principalement dans la croûte terrestre sous forme tétrava-

lente ou trivalente. Il existe 14 isotopes connus du bore, deux sont stables dans la nature :

10B et 11B. Leurs abondances respectives sont 19,82% et 80,18%. En dehors des deux iso-

21
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topes stables du bore, les autres isotopes se désintègrent en hélium pour les isotopes les

plus légers du bore et en carbone pour les plus lourds.

4.2 Spéciation du bore dans l’eau de mer

Le bore fait partie des éléments majeurs de l’eau de mer. Sa concentration moyenne

dans l’océan global est de 432.6 µmol.kg−1 (soit 4,33 ppm) (Lee et al. 2010). Les deux

formes B(OH)3 et B(OH)−4 co-existent selon l’équilibre (Zeebe 2005) :

B(OH)3 + 2H2O ⌦ B(OH)−4 + H3O+ (4.1)

où le pKB* est la constante de dissociation de l’acide borique dans l’eau de mer (pKB* =

8.6 à 25oC pour une salinité de 35) (Dickson 1990). La répartition des isotopes stables du

bore suit l’équation suivante :

10B(OH)3 +
11 B(OH)−4 ⌦

11 B(OH)3 +
10 B(OH)−4 (4.2)

Le facteur de fractionnement, α, permet d’estimer le fractionnement isotopique des ces

deux formes chimiques dans l’eau de mer. Il est défini selon l’équation suivante :

α =
(11B/10B)boric

(11B/10B)borate
(4.3)

L’acide borique est enrichi en 11B vis-à-vis des ions borates (figure 1.13). Dans l’eau de

mer, le bore est un élément conservatif (Foster et al. 2010), et a un temps de résidence

de l’ordre de 14 millions d’années (Lemarchand et al. 2002). La figure 1.13 présente les

variations des deux espèces du bore dans l’eau de mer en fonction du pH.

4.3 Composition du bore dans les carbonates marins

Hemming et Hanson (1992) ont proposé un modèle d’incorporation du bore dans les

carbonates reposant sur l’hypothèse que seuls les ions borates sont incorporés dans la

calcite, selon l’équation suivante :

CaCO3 + B(OH)−4 ⌦ Ca(HBO3) + HCO−
3 + H2O (4.4)
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Figure 1.13 – Spéciation de l’acide borique et des ions borates (a), et variation de la composition isotopique

dans l’acide borique et les ions borates (b) en fonction du pH de l’eau de mer. Les calculs suivent les équations

(4.1) et (4.5) (Foster et al. 2010) et utilisent le coefficient de fractionnement isotopique défini par (Klochko

et al. 2006)

Connaissant la composition isotopique de l’eau de mer en bore et le δ11B des car-

bonates, on peut calculer le pH à partir de l’équation suivante (Zeebe et Wolf-gladrow

2002) :

pH = pKB ⇤ −log[−(δ11Bsw − δ11Bech)/(δ
11Bsw − (α ⇤ δ11Bech)− 1000(α − 1))] (4.5)

où δ11Bsw est la composition isotopique en bore de l’eau de mer (valeur théorique : 39.61

%o, (Foster et al. 2010).

δ11B est la composition isotopique mesurée dans les carbonates par spectrométrie de

masse. La valeur de α la plus communément utilisée est celle déterminée par (Klochko

et al. 2006)(α = 1.0272). De cette relation et selon l’hypothèse de Hemming et Hanson

(1992), il est donc possible d’estimer le pH de l’eau de mer passé connaissant la valeur de

δ11B de CaCO3.

L’incorporation du bore dans la calcite peut être décrite par un coefficient apparent de

partition KD, à partir de l’équation (4.4), pouvant s’écrire :

KD =
[HBO−

3 /CO2−
3 ]CaCO3

[B(OH)−4 /HBO−
3 ]sw

(4.6)

En considérant que la concentration en HBO2−
3 correspond à la concentration en élé-

ment bore intégrée dans la calcite, le rapport HBO−
3 /CO2−

3 peut être remplacé par le
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rapport B/Ca de la calcite. Nous obtenons alors la relation suivante :

KD =
[B/Ca]CaCO3

[B(OH)−4 /HBO−
3 ]aq

(4.7)

Le rapport [B(OH)−4 /HBO−
3 ]sw varie proportionnellement au pH. Dans le contexte de

l’acidification la concentration en ions carbonates tend à diminuer (figure 1.5) de même

que celles des ions borates (figure 1.13).

Par calcul, il serait alors possible de remonter jusqu’au pH correspondant au moment

du processus de calcification. Yu et Elderfield (2007) ont montré que le rapport B/Ca dans

les foraminifères serait lié aux variations en ions carbonates (∆calcite) dans l’eau de mer. Le

rapport B/Ca pourrait fournir un proxy de la concentration en ions carbonate dans l’eau

de mer.



5Objectifs et plan de thèse

L’un des objectifs de cette thèse est de comprendre et quantifier les réponses physio-

logiques d’E. huxleyi dans le contexte de l’acidification des océans.

Pour cela, nous nous sommes focalisés sur l’étude des processus de croissance, de pho-

tosynthèse et de calcification de deux souches différentes. Nous avons choisi d’étudier

deux souches d’E. huxleyi, l’une considérée comme fortement calcifiante (RCC-P41), une

seconde modérément calcifiante (RCC-P4). La comparaison de ces deux souches nous ap-

portera des informations physiologiques et morphologiques pour évaluer leurs capacités

à s’adapter à l’acidification des océans. Ce travail est réalisé sous différentes conditions

de pH, allant d’un pH basique reflétant les conditions pré-industrielles (8.6) à un pH

(7.6) proche de 5 fois la concentration actuelle en CO2. Ce dernier pH est proche du pH

limite de formation des coccolithes dans la vésicule interne (Stoll et al. 2012). Ce travail

contribue à mieux comprendre les processus de biominéralisation et à ouvrir de nouvelles

perspectives sur les rétroactions possible sur le climat. Le travail expérimental est réalisé

en culture en batch dilué dans le but d’appréhender les mécanismes d’incorporation des

éléments inorganiques, B et Ca, dans les coccolithes et estimer l’impact des variations de

pH sur les processus physiologiques.

Le deuxième objectif majeur de cette thèse est d’examiner l’ existence d’une relation

entre le δ11B de la calcite et le pH de l’eau de mer et donc d’évaluer son utilisation po-

tentielle comme proxy du pH pour des études paléocéanographiques. Nous examinons

également l’information contenue dans le rapport B/Ca dans la calcite des coccolithes.

Plus précisément, cet objectif vise à explorer les mécanismes d’incorporation de ces

éléments et isotopes dans la calcite au cours du processus de calcification. Cela a nécessité

dans un premier temps un développement analytique important afin de pouvoir réaliser

des mesures de δ11B et B/Ca par spectrométrie de masse (Inductively Coupled Plasma

25
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– Mass Spectrometry – Quadripole et Multi-Collecteur : ICP-QMS et MC-ICPMS respec-

tivement). Nous avons ensuite mis au point un protocole pour la conduite des cultures

afin de nous placer dans les conditions optimales pour la mesure du δ11B et B/Ca dans

la calcite aux différentes valeurs de pH pour les deux souches considérées. Selon les es-

pèces, le rapport B/Ca pourrait aussi fournir des informations sur le changement de pH

(Stoll et al. 2012). mais aucune relation entre ce paramètre et le pH n’a pu être encore

établie jusqu’ici. La composition isotopique du bore est un proxy encore inexplorée dans

les coccolithes car sa mesure représente un véritable défi analytique, car cela nécessite de

pouvoir isoler la calcite et le bore qu’elle contient dans des conditions extrêmes du fait

des faibles teneurs en bore dans la calcite. Le δ11B et B/Ca ont jusqu’ici été mesurés dans

les coraux et les foraminifères (Douville et al. 2010, Dissard et al. 2012, Hönisch et al.

2004, Henehan et al. 2013). mais il n’existe que des mesures préliminaires dans la calcite

des coccolithes encore non publiées. Nous supposons que l’incorporation des isotopes du

bore et de la concentration en bore dans la calcite dépendent des espèces étudiées ainsi

que du type de souches.

Approches utilisées et plan de manuscrit

Après ce chapitre 1 introductif sur le sujet de thèse, la présentation du travail de

recherche réalisé se décline en plusieurs chapitres.

Le chapitre 2 de ce manuscrit est consacré à la description des méthodes expérimen-

tales que nous avons mises en oeuvre, c’est-à-dire les techniques de culture en batch dilué

et en chemostat (turbidostat). Nous détaillerons le choix des souches étudiées ainsi que

des pH sélectionnés, les techniques d’acclimatation et enfin le déroulement des manipu-

lations.

Le chapitre 3 présente dans une première partie l’ensemble des techniques qui ont

permis de purifier les coccolithes et d’extraire le bore de la calcite. Ces techniques seront

discutées en détails et les limites présentées. Une seconde partie présentera les appareils

d’analyses par ICP-QMS et MC-ICPMS et les difficultés rencontrées dans la mesure du

bore. Nous expliquerons comment nous avons relevé le défi analytique que constitue la

mesure des isotopes bore dans les coccolithes. Enfin une dernière partie présentera la

valorisation de ce développement analytique par la rédaction d’une publication soumise

à une revue internationale (à soumettre à Geochemistry, Geophysics, Geosystems, AGU

Publications).
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Le chapitre 4 présente l’ensemble des résultats obtenus concernant les paramètres

physiologiques et morphologiques pour les deux souches d’E. huxleyi. Une comparaison

aux différentes conditions de pH sera menée.

Grâce aux développements chimique et analytique présentés dans le chapitre 3, nous

avons pu mesurer les valeurs δ11B et B/Ca dans la calcite à différents pH. Le chapitre

5 présente et discute de l’ensemble de ces résultats géochimiques, morphologiques et

métaboliques et les confronte aux données publiées pour les foraminifères et coraux.

Le chapitre 6 conclue ce manuscrit par une discussion générale et des pistes de pers-

pectives.





II
Méthodes expérimentales de l’étude

physiologique d’Emiliania huxleyi en culture
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2.1 Introduction

Les effets du réchauffement climatique et de acidification progressive des océans sur

les organismes calcifiants (Müller et al. 2017, Hutchins et al. 2003, Hoppe et al. 2011)

comme les coccolithophoridés font l’objet d’importantes recherches. Celles menées en la-

boratoire ont pour but d’examiner en milieu contrôlé la réponse des organismes à ces

changements. Elles consistent à isoler des souches et à les adapter aux conditions choi-

sies. Ce chapitre décrit les deux techniques de cultures qui ont été utilisées au cours de

cette thèse, puis les conditions expérimentales de croissance dans une eau de mer artifi-

cielle et une eau de mer naturelle enrichie. Il décrit également le plan des expériences, les

différents paramètres mesurés, compare les deux techniques de culture et justifie enfin les

choix réalisés.

2.2 Techniques de culture

Deux modes de cultures ont été mises en oeuvre dans le cadre de nos études. L’un,

en turbidostat, l’autre en batch dilué. Le premier a été implanté au LEMAR au cours

de ces dernières années dans le but d’étudier l’impact des métaux sur la croissance du

phytoplancton. Le second, plus simple à mettre en oeuvre est utilisé par la plupart des la-

boratoires pour étudier la physiologie du phytoplancton. Ici, le choix du mode de culture

a été déterminant pour la détection et la quantification précise du bore et des paramètres

B/Ca et δ11B dans les coccolithes. Les analyses ont nécessité de travailler sur un volume

de culture compatible avec la détection du bore tout en maintenant une densité cellulaire

< 50 000 cellules/mL (Langer et al. 2009).

2.2.1 Culture en turbidostat

Le turbidostat est constitué d’un bioréacteur [1], dans notre cas une bouteille en po-

lycarbonate (PC) de 10 L. La figure 2.1 montre un schéma du dispositif expérimental, la

figure 2.2 une photographie du turbidostat installé au LEMAR. La souche étudiée est in-

cubée dans un volume de culture de 2.50 L contenu dans le bioréacteur. Le turbidostat

est un système de culture continu dans lequelle la densité cellulaire et les conditions de

croissance sont maintenues dans un état stationnaire grâce à un système de dilution. Une

pompe péristaltique [2] à double tête (5 rpm) prélève du milieu de culture propre contenu
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dans une bouteille en PC [2a] et soustrait le même volume de milieu du bioréacteur qu’il

rejette dans une autre bouteille PC [2b]. Ce système permet de conserver un volume de

milieu constant puisque les vitesses d’entrée et de sortie sont identiques. Pour contrôler

le pH dans le bioréacteur et maintenir constante la valeur du CO2 dissous dans le milieu,

une sonde pH est montée en mode dérivatif [3]. De la même manière que pour le renou-

vellement de milieu, une pompe péristaltique à double tête [4] est utilisée afin de prélever

dans le milieu de culture [4a], un volume destiné à la mesure du pH et à ajouter du milieu

neuf [4b] dans ce milieu de culture pour maintenir un volume constant. La valeur du pH

est mesurée en continu par le biocontroleur [5]. Si le pH enregistré est supérieur au pH

fixé, le biocontroleur ouvre les valves de CO2 [6a], et les valves de O2 [6b] pour réajuster le

pH quand il est inférieur au pH fixé. Les données (pH, température et ajout de CO2) sont

retranscrites sur un ordinateur [7]. Le mélange air/CO2 opéré par le biocontroleur dans

la phase gazeuse est injecté dans le bioréacteur au travers d’un filtre stérilisé de porosité

0.2 mm. Ce dispositif est destiné à reproduire les conditions d’acidification des océans par

une augmentation du CO2 gazeux se dissolvant dans l’eau.

Le système (bouteilles, tubes, connexions et filtres à air) est préalablement autoclavé

pendant 20 minutes à 110oC, avant que le milieu de culture soit introduit. Les maté-

riaux utilisés sont du PC pour les bouteilles d’entrée et sortie de milieu, la sonde pH et

du bioréacteur. Les tuyaux sont en tygon ou perfluoalkoxy (PFA) et les connexions en

polypropylène. L’avantage de ces matériaux est qu’ils assurent une bonne résistance à

l’autoclavage et une faible contamination en métaux. L’ensemble est ensuite placé dans

un incubateur dont la température est contrôlée et maintenue à 18.5oC correspondant à la

température optimale de croissance des souches de coccolithophoridés étudiées.

Le cycle lumineux jour/nuit de 14h :10h est simulé ; l’utilisation d’un film bleu est

destinée à reproduire le spectre d’irradiance des eaux de surface. Ce système continu

présente l’avantage de simuler dans une armoire climatique l’augmentation du CO2 et de

travailler en conditions stationnaires similaires à celles de l’océan ouvert. Cependant, il

présente des inconvénients, comme notamment les temps d’équilibre du pH très long à

atteindre (de l’ordre du mois) et qui nécessite une surveillance constante. Mais surtout,

compte tenu des faibles teneurs en bore dans la calcite des coccolithes, le volume de

2.3 L du bioréacteur des turbidostats est incompatible avec la contrainte d’une densité

cellulaire inférieure à 50 000 cellules/mL (section suivante). Cette technique a toutefois
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Figure 2.1 – Schéma du turbidostat - Détails de chaque numéro décrit dans le paragraphe 2.2.1 : [1] le

bioréacteur, [2] et [4] pompes péristaltiques à double tête, [2a] et [2b] deux bouteilles en PC, [3] la sonde

pH, [4a] et [4b] milieu de culture, [5] le biocontroleur, [6a] les valves de CO2, [6b] les valves de O2 et [7]

l’ordinateur.
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Figure 2.2 – Photo de l’installation du turbidostat au laboratoire du LEMAR
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été utilisée au cours de deux premières années de thèse et abandonnée car inadaptée au

vu des contraintes analytiques décrites (cf. chapitre 3).

2.2.2 Culture en batch

Les cultures en batch diluées ont donc été mises en place pour redimensionner les

conditions de travail en culture en adéquation avec les contraintes de mesures du bore.

Au cours de leur développement en batch, les cellules amorcent une croissance avec une

phase exponentielle suivie d’une phase stationnaire correspondant à une limitation en

nutriments (figure 2.4). Pour notre étude, une étape de pré-adaptation des cellules est né-

cessaire. Le nombre de générations est de 10 comme préconisé par Langer et al. (2006).

La densité cellulaire maximale doit être comprise entre 50.000 et 60.000 cell/mL afin de

ne pas modifier le système des carbonates (< 5% du DIC) (Zondervan et al. 2002). Pour

ces travaux, le milieu de culture est mis dans une bouteille en PC de 13.30 L. Le pH est

ajusté par ajout d’HCl ou de NaOH à 1M. Le choix de ce mode d’ajustement est détaillé

dans la partie 2.4.2. À la différence du turbidostat, les bouteilles sont placées dans une

chambre climatique thermostatée à température choisie sur un cycle jour/nuit 14h :10h.

Cette technique simple à mettre en œuvre est couramment utilisée pour des travaux en

cultures. Elle permet de travailler avec de plus grands volumes que le turbidostat et donc

dans notre cas d’obtenir les quantités nécessaires de calcite pour réaliser les mesures géo-

chimiques, en particulier isotopique. L’inconvénient éventuel est l’évolution possible de la

composition du milieu au cours de la croissance, ce qui peut amener à modifier le pH de

l’eau de mer. Afin de limiter ce risque, la densité cellulaire autorisée est relativement faible

et les bouteilles sont remplies totalement pour limiter les échanges avec l’air ambiant. Des

mesures du pH ont été réalisées en fin de cultures pour en assurer le contrôle.

La figure 2.4 résume les deux modes de culture. Elle montre l’évolution de la den-

sité cellulaire dans le cas du système continu générant un mode stationnaire avec une

densité cellulaire constante et maîtrisée, et celle du système non-continu induisant une

augmentation de la densité cellulaire comprenant trois phases.
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Figure 2.3 – Cultures en batch au laboratoire du LEMAR

Figure 2.4 – Schéma d’explication des cultures en batch versus culture en turbidostat (culture continu)
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Figure 2.5 – Photo des souches RCC-P4 et RCC-P41 prises au Microscope Electronique à Balayage (MEB),

à la staion Biologique de Roscoff (SBR).

2.3 Conditions expérimentales de cultures en batch

2.3.1 Choix des souches

Deux souches d’E. huxleyi issues de la région de l’upwelling du Pérou ont été sélec-

tionnées pour nos travaux. L’une prélevée au coeur de l’upwelling, la seconde hors de

la zone active de remontée, plus au large. Ces souches ont été choisies car on suppose

qu’elles présentent vraisemblablement des réponses et des adaptations différentes aux

changements de pH de l’eau de mer du fait de leurs habitats différents (figure 2.5).

2.3.2 Choix des pH et technique d’équilibre du pH

Trois valeurs de pH sélectionnées pour notre étude sont 8.6, 8.1 et 7.6. Le pH 8.6 a

été initialement choisi afin de comparer notre étude sur E. huxleyi avec celle d’une autre

espèce de coccolithophoridés, Calcidiscus leptoporus (cependant cette souche n’a pas pu

être étudiée du fait de la faible densité cellulaire obtenue). Cette valeur de pH est aussi

celle présumée de la période pré-industrielle. Cette dernière a la particularité de mieux

calcifier à un pH plus élevé (Langer et al. 2006). La valeur de pH 8.1 correspond à la valeur

moyenne de l’océan actuel (Raven et al. 2005). Quant à la valeur de 7.6 elle représente le
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pH atteint pour 5 fois la concentration actuelle en CO2 atmosphérique (Kleypas et al.

2006).

En turbidostat, les pH choisis étaient relativement proches de ceux sélectionnés pour

les cultures en batchs dilués. Les deux pH retenus étaient en effet ceux du pH actuel de

l’eau de mer (pH 8.1) et celui prédit à l’horizon 2100 (pH 7.9) (Kleypas et al. 2006). Le

pH de l’eau de mer a été ajusté dans les cultures en batch par ajout de HCl ou NaOH

1M dans le milieu de culture. Ces ajouts font varier l’alcalinité du milieu, mais le DIC

reste constant. L’alcalinité initiale du milieu du culture est mesurée (section 2.6.1), puis

le logiciel CO2sys (Lewis et al. 1998) permet de calculer la variation d’alcalinité entre le

pH initial du milieu et le pH visé, à DIC constant. La différence d’alcalinité permet de

déduire le volume (en mL/L) d’acide ou de base à ajouter dans le milieu de culture. Pour

les conditions d’ajustement du pH en turbidostats voir la section 2.2.1.

2.3.3 Préparation des milieux de culture

Deux types de milieu de culture ont été utilisés, un milieu artificiel et un milieu na-

turel d’eau de mer enrichie. Le milieu artificiel est préparé à partir de sels anhydres et

hydratés auxquels sont ajoutés des nutriments, des vitamines (B12, Biotine, Thiamine) et

des micro-nutritifs métalliques. Les métaux sont ajoutés sans Éthylène Diamine Tétra-

Acétique (EDTA) (tableau 2.1). Ce milieu a été mis au point au cours d’une étude an-

térieure conduite au LEMAR (Myrto Spinou, Stage Erasmus, 2011-2012). Il a été princi-

palement utilisé pour les expériences menées en turbidostat. Le milieu naturel enrichi

est, quant à lui, de l’eau de mer naturelle prélevée sur le site d’Ifremer à Argenton qui

a été enrichie après filtration sur filtres stérilisés, en nutriments (nitrates, phosphates et

silicates), vitamines (B12, Biotine et Thiamine) et métaux. Les quantités ajoutées sont iden-

tiques à celles utilisées pour le milieu artificiel. Ce milieu a été utilisé pour l’ensemble des

expériences en batchs dilués.

2.4 Cultures

2.4.1 Acclimatation des souches

Le milieu de culture artificiel utilisé pour les expériences en turbidostat est dans un

premier temps équilibré au pH souhaité par des injections de CO2 par le bio-contrôleur.
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Table 2.1 – Tableau récapitulatif des concentrations des éléments utilisées pour la fabrication de l’eau de

mer artificielle en sels et en vitamines, nutriments et métaux, les concentrations en nutriments, vitamines

et métaux sont celles utilisées pour enrichir le milieu naturel enrichi issu du site d’Argenton

Ingrédient Concentration en mol.L−1

Sels anhydres NaCl 4.20.10−1

Na2SO4 2.88.10−2

KCl 9.39.10−3

NaHCO3 2.38.10−3

KBr 8.40.10−4

H3BO3 4.10.10−4

NaF 7.14.10−5

Sels hydratés MgCl2.6H2O 5.46.10−2

CaCl2.2H2O 1.05.10−2

SrCl2.6H2O 8.18.10−5

Nutriments NaNO3 9.60.10−5

NaH2PO4 . H2O 6.00.10−6

NaSiO3.5H2O 4.01.10−5

Vitamines Vitamine B12 74.10−12

Biotine 0.2.10−9

Thiamine HCl 59.10−9

Métaux nutritifs FeCl3.6H2O 2.10−9

MnCl2.4H2O 1 .10−9

CuSO4.5H2O 1 .10−9

Na2MoO4.2H2O 20 .10−12

Na2SeO3 60 .10−9

NiSO4.6H2O 10.10−9

K2CrO4 10.10−9

Na3VO4 1.10−9

LiCl 70.10−9

KI 60.10−9

AlCl3 100.10−9

RbCl 250.10−9

Co 40.10−12

Zn 1 .10−9

Cd 20.10−12
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Les souches d’E. huxleyi sont acclimatées initialement au milieu synthétique dans des

flacons de 20 mL. Elles sont ensuite inoculées dans le bioréacteur contenant ce milieu au

pH choisi.

Pour les expériences en batch, les cellules sont d’abord acclimatées sur une ou deux

générations dans des flacons de 20 mL contenant l’eau de mer d’Argenton. Elles sont

ensuite acclimatées aux différents pHs dans d’autres flacons de 20 mL. Les souches sont

inoculées à faible densité cellulaire dans le milieu de culture. Lorsque la densité cellulaire

de 50 000 cellules/mL est atteinte correspondant au début de la phase exponentielle, les

cellules sont inoculées dans un nouveau milieu de culture au pH choisi. Dans les deux

types de système de culture, le nombre de générations pour acclimater les cellules est de

l’ordre de 10 comme préconisé par Langer et al. (2009).

2.4.2 Déroulement des expériences en batchs dilués

Pour les expériences en batch, les cellules acclimatées sont introduites dans des bou-

teilles de 13.3 L à une densité cellulaire d’environ 200-400 cell/ml. Les bouteilles sont

agitées manuellement afin de limiter la sédimentation des cellules. La densité cellulaire

est déterminée quotidiennement en cytomètrie en flux (GUAVA). Une fois la valeur de 50

000 cellules/mL atteinte, chaque bouteille est échantillonnée (partie 2.4.3). À cette densité

cellulaire, moins de 5% du DIC est consommé (Zondervan et al. 2002). On limite ainsi les

biais introduits lors de la photosynthèse et la calcification qui consomment ou libèrent du

CO2 et peuvent de ce fait modifier le pH du milieu. Le déroulement des cultures en batchs

dilués est schématisé sur la figure 2.6.

2.4.3 Taux de croissance et nombre de génération

La densité cellulaire, C, exprimée en cellules/mL a été estimée par comptage auto-

matisé au cytomètre en flux (GUAVA). Le taux de croissance instantané (µ, exprimé en

jour−1) est égal à la pente donnée par le logarithme de la densité cellulaire (C) en fonction

du temps (t), selon l’équation suivante :

µ =
lnC1 − lnC0

t(C1)− t(C0)
(2.1)

La densité cellulaire est mesurée quotidiennement à la même heure ce qui permet de

calculer le taux de croissance journalier. La densité cellulaire a aussi été estimée ponc-
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Figure 2.6 – Déroulement des cultures en batchs dilués réalisées en laboratoire dans les différentes condi-

tions de pH
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Table 2.2 – Liste des échantillons prélevés à la fin de l’expérience. Avec DIC : Dissolved Organic Carbon,

TPC : Total Particulate Carbon, POC : Particulate Oragnic Carbon, MEB : Microscope Electronique à

Balayage, GF/F : Glass Fiber Filter, PC : PolyCarbonate Filter

Echantillons Volume Filtres Récipient Stockage Blancs

Alcalinité 3 x 100 mL / Bouteille PC / /

DIC 100 mL / Bouteille borosi-

licaté

Obscurité +

< 20oC

/

pH 2 x 4 mL / Tube 15 mL / /

TPC 2 x V(106 cell) 25 mm GF/F

calcinés

Pilulier borosili-

caté calcinés

Congélation 2

POC 2 x V(106 cell) 25 mm GF/F

calcinés

Pilulier borosili-

caté calcinés

Congélation 2

MEB 3 mL 25 mm 0.2µm

PC

Boite de pétri Congélation /

épaisseur

de la calcite

3 mL 25 mm Cellu-

lose

Boite de pétri Congélation /

tuellement par comptage manuel en microscopie optique sur une cellule de Malassez. Le

nombre de génération (n) est calculé à partir du taux de croissance (equation 2.1).

µ =
1
G

⇤ ln(2) (2.2)

où G correspond au temps de génération tel que

G =
t
n

(2.3)

où t est la durée d’expérience et n le nombre de générations. Les cellules sont considérées

comme acclimatées au bout de 10 générations dans des conditions stables de cultures

(température, lumière, nutriments) (Langer et al. 2009).

2.5 Échantillonnage des cultures en batchs dilués

L’échantillonnage des cultures en batch est réalisé en une fois, certains paramètres

comme le pH, la salinité et l’alcalinité sont mesurés immédiatement. Les échantillons

destinés aux observations au Microscopie Electronique à Balayage (MEB) et à l’analyse de
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l’épaisseur de la calcite sont filtrés deux fois, respectivement, sur des filtres en PC et des

filtres de nitro-cellulose. Ces filtres sont séchés puis stockés à - 20oC. Afin de compléter

les mesures de pH et d’alcalinité, un flacon destiné à la mesure du DIC est prélevé et

empoissonné au glutaraldéhyde, puis conservé à l’obscurité et à une T < 20oC. Enfin un

volume contenant au moins 106 cellules est filtré deux fois pour l’analyse du carbone

total particulaire (Total Particular Carbon : TPC) et du carbone organique particulaire

(Particular Organic Carbon : POC), grillés à 450oC pendant 4h, comme pour les filtres.

Ces échantillons sont conservés à -20oC jusqu’à analyse. Le tableau 2.2 fournit la liste des

échantillons prélevés, le volume ou le nombre de cellules, ainsi que le conditionnement et

le mode de stockage. Les volumes restants sont réservés à la mesure du bore.

2.6 Traitement des données et analyses des paramètres

Le tableau 2.3 donne le détail des paramètres analysés, des appareils d’analyses utilisés

et le nom des laboratoires où les analyses ont été réalisées.

2.6.1 Mesures des paramètres du système des carbonates

Le pH est mesuré au moment de l’échantillonnage. Il est mesuré deux fois avec une

sonde pH (sonde pHC281 on HQ40d multi pH-meter, HACH) avec une précision donnée

de 0.002 unité pH. La mesure de l’alcalinité totale suit le protocole de titrage de Gran.

Il consiste à ajouter un volume d’acide chlorhydrique jusqu’à atteindre le point d’équiva-

lence. L’alcalinité correspond à la quantité de protons nécessaire pour neutraliser les bases

faibles contenues dans un kilogramme d’eau de mer. Cette opération est réalisée par ajout

de HCl à 0.01 M :

HCO−
3 + H+ −! CO2, H2O (2.4)

La mesure du pH permet de déduire la concentration en protons sachant que le pH =

-log[H+]. L’alcalinité totale est calculée à partir de la quantité d’H+ ayant réagie, du vo-

lume de l’ajout ainsi de l’activité chimique des protons. Cette mesure est réalisée trois

fois, et avec une précision de 0.14 mmol/L correspondant à une précision de pH à 0.07

unité de pH. Cette méthode de mesure d’alcalinité totale par titration manuelle a été com-

parée avec la technique utilisée par le Service National des mesures de CO2 SNAPO-CO2

(LOCEAN, Paris) sur les mêmes échantillons d’eau de mer. Ces deux méthodes montrent

un écart des valeurs d’alcalinité de 0.06 mmol/kg. L’avantage de la titration manuelle
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Table 2.3 – Tableau récapitulatif des paramètres analysés. Détails des traitement effectués, des appareils

utilisés pour faire les mesures ainsi que le laboratoire où les analyses ont été effectuées (LEMAR : Labora-

toire des sciences de l’Environnemet MARin ; SBR : Station Biologique de Roscoff ; CEREGE : Centre de

Recherche et d’Enseignement de Géosciences de l’Environnement)

Paramètres

analysés

Traitement Appareil utilisé Laboratoire

d’analyse

Alcalinité 30 mL HCl 0.1 M pHC281, pH-

meter, HACH

LEMAR

DIC Empoisonnement au

glutaraldéhyde

AIRICA en attente

pH / pHC281, pH-

meter, HACH

LEMAR

TPC Séchage à l’étuve à

55oC

CHN LEMAR

POC Dessiccateur d’HCl

fumant / Séchage à

l’étuve à 55oC

CHN LEMAR

MEB Séché à l’étuve à 55oC -

1H / Montage sur plot

le aluminium et recou-

vert d’or-paladium

Microscope élec-

tronique à ba-

layage Phenom G2

pro desktop

SBR

épaisseur

de la calcite

Séchage à l’étuve du-

rant quelques heures à

55oC

SYRACO CEREGE
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est qu’elle nécessite un faible volume d’échantillon (100 mL) comparé aux 500 mL néces-

saires pour la mesure d’alcalinité réalisée au SNAPO-CO2. En utilisant les mesures de pH

et d’alcalinité, le système des carbonates est calculé avec le programme CO2sys (Lewis

et al. 1998), et les constantes définies par Mehrbach et al. (1973) et Dickson et Millero

(1987). Nous pouvons donc définir le système des carbonates : le DIC, les teneurs en ions

CO2−
3 et HCO−

3 ainsi que l’indice de saturation de la calcite.

2.6.2 Analyses du carbone particulaire

Pour réaliser les mesures de POC, les filtres sont placés dans un dessiccateur sous

vapeurs de HCl à 37% pendant 4h afin de décarbonater les échantillons. Ils sont ensuite

séchés à l’étuve à 50oC durant une nuit. Les filtres servant à l’analyse du TPC sont quant-

à-eux directement séchés à l’étuve sans l’étape de décarbonatation. Le PIC est calculé

par différence entre le TPC et le POC. Les analyses de TPC et POC sont réalisées sur

un analyseur CHN-Carlo Erba Analyzer 1500 (Le Moigne et al., Giraud et al. 2016). Ce

protocole est celui utilisé par SOMLIT et décrit par Bichon et al. (2013).

2.6.3 Analyses de la morphologie

Afin de déterminer les caractéristiques morphologiques des souches étudiées, un vo-

lume de culture a été filtré sur des filtres PC, qui sont ensuite séchés et conservés au

congélateur à -20oC. Les filtres sont ensuite placés durant une heure à l’étuve à 50oC. La

préparation pour l’observation au microscope électronique à balayage (MEB) nécessite un

dépôt d’or et de platinium à la surface du filtre. Chaque filtre observé au MEB est ensuite

traité à l’aide du logiciel ImageJ (Young 2015) pour mesurer le diamètre approximatif des

coccosphères, la longueur des coccolithes, appelé Distal Shield Lenght, DSL (Poulton et al.

2011) (figure 2.7). Le diamètre des coccophères et la longueur des coccolithes ont été me-

surés sur 100 cellules sur chaque triplicat pour chaque valeur de pH. La moyenne et la

déviation standard pour chaque triplicat ont été calculées.

2.6.4 Épaisseur de la calcite

Les mesures de l’épaisseur de la calcite à chaque pH ont été réalisées au CEREGE (Aix-

en-Provence) par L. Beaufort. Cette technique repose sur l’identification de la morphologie
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Figure 2.7 – Mesures du diamètre des coccosphères et de la plus grande longueur des coccolithes (DSL)

des cellules par l’utilisation du logiciel SYRACO. L’utilisation de la birefringence permet

d’estimer la masse des coccolithes et de déterminer leur épaisseur.

2.7 Conclusion

L’ensemble des paramètres décrits est destiné à compléter les mesures de B/Ca et

δ11B réalisées sur la calcite des coccolithophoridés des deux souches sélectionnées et aux

3 valeurs de pH choisies pour mieux comprendre les mécanismes d’incorporation du bore

dans la calcite, la réponse physiologique de ces organismes aux changements de pH sur

une gamme de 1 unité de pH et ses conséquences sur leurs morphologies.

Dans le chapitre qui suit nous décrivons les développements analytiques qui ont été

nécessaires pour produire des données fiables de bore et notamment de δ11B dans la

calcite des coccolithes.







III
Méthodologie





1Protocoles d’isolation des

coccolithes et d’extraction du bore

1.1 Introduction

Les analyses du B/Ca et du δ11B dans les coccolithes des coccolithophoridés sont

encore exploratoires. Les protocoles et méthodes pour réaliser ces mesures n’ont été que

peu (B/Ca) ou pas (δ11B) développés. Les analyses élémentaires et isotopiques du bore

par spectrométrie de masse requièrent une maîtrise non seulement des conditions de

cultures mais aussi des différentes étapes du traitement des échantillons et des blancs

expérimentaux. Dans cette thèse, des développements méthodologiques et analytiques

ont été nécessaires :

1. Pour mesurer le rapport élémentaire, B/Ca ; un premier protocole a été adapté à

partir de protocoles existants. Nous avons ensuite adapté un second protocole à

partir d’études publiées sur les mesures de Sr/Ca ou Mg/Ca dans les coccolithes

(Müller et al. 2013, Blanco-Ameijeiras et al. 2012).

2. Pour mesurer le δ11B, il n’existe à ce jour aucune donnée publiée de δ11B mesurée

dans la calcite des coccolithes. Le développement de notre protocole s’est appuyé

sur les méthodes publiées pour la mesure du δ11B dans les foraminifères (Henehan

et al. 2013, Hönisch et al. 2004) et les coraux (Douville et al. 2010, Dissard et al. 2012).

L’analyse élémentaire de la composition en éléments traces de la calcite s’est appuyée sur

plusieurs publications (Yu et al. 2005, Coadic 2013, Misra et al. 2014a, Stoll et al. 2012)

celle de la mesure isotopique du bore sur les analyses publiées par (Misra et al. 2014b,

Kaczmarek et al. 2016, Sutton et al. 2017).
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Ce chapitre présente les développements analytiques réalisés au cours des 24 premiers

mois de thèse, et notamment les protocoles optimisés pour les analyses élémentaires et

isotopiques du bore dans la calcite des coccolithophoridés en spectrométrie de masse.

Cela inclue les difficultés d’analyses rencontrées, les blancs d’analyse et de matériel, la

préparation des standards et des solutions de calibration. Ce travail a fait l’objet d’une

publication méthodologique à soumettre à Geochemistry, Geophysics, Geosystems, (De-

lebecque et al.) qui est annexée en dernière partie de ce chapitre.

1.2 Échantillonnages et isolation des coccolithes

Cette première étape consiste à recueillir les cellules de coccolithophoridés préala-

blement cultivées en batchs dilués ou turbidostat (cf. Chapitre 2). La contrainte est de

recueillir suffisamment de matériel pour pouvoir détecter et quantifier en spectrométrie

de masse (ICP-QMS et MC-ICP-MS) les concentrations en bore et ses isotopes (10B et 11B)

dans la calcite. Au cours de cette thèse, deux techniques ont été explorées. La première mé-

thode par filtration, a été développée au cours d’un stage de Master 1 (Marine Bretagnon,

Master 1, 2014) puis optimisée. La seconde méthode par centrifugation, est déjà utilisée

par certains auteurs (Blanco-Ameijeiras et al. 2012, Müller et al. 2013) pour recueillir les

coccolithophoridés. Nous l’avons adaptée à l’analyse du bore. Un traitement alcalin a été

appliqué aux coccolithophoridés afin d’éliminer la matière organique et purifier la calcite

des coccolithes.

1.2.1 Échantillonnage des cellules par filtration

Partant de l’étude de Y. Resnais (LABEX-MER) nous avons recueilli les cellules par

filtration. Après un comptage de la densité cellulaire de la culture en microscopie optique,

un volume est filtré grâce à une seringue en PFA reliée à porte-filtre en PFA équipée d’un

filtre de 25 mm de diamètre et 0.2 µm de porosité. Ce protocole conduisait cependant

souvent à l’éclatement des cellules ou à des fuites provoquées par une trop forte pression.

Nous l’avons modifié en réalisant la filtration l’aide d’une pompe péristaltique opérant à

une vitesse de rotation de 20 rpm. Dans ce protocole, des cannes en PFA sont placées en

amont pour pomper la solution de culture contenant les cellules. Les tuyaux en PFA et

en tygon sont utilisés pour le pompage par la pompe péristaltique (figure 3.1). Les porte-
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Figure 3.1 – Schéma du protocole d’échantillonnage des coccolithophoridés par filtration et de purification

des coccolithes avec un traitement alcalin

filtres en PFA sur lesquels sont montés les filtres sont reliés aux tuyaux et, enfin, à une

bouteille en PTFE pour recueillir le filtrat.

1.2.2 Choix des filtres

Deux types de filtres d’un diamètre de 25 mm et d’une porosité de 0.2 µm en polycar-

bonates (PC) et en polyethersulfone (PES) ont été initialement sélectionnés. Les filtres en

PES ont été choisis à cause de leur digestion plus facile en condition acide ainsi que les

filtres PC et de leurs faibles inerties aux métaux traces.

1.2.3 Traitement alcalin : dissolution de la matière organique issue de la filtration

Après échantillonnage des coccolithophoridés (figure 3.1), la matière organique pré-

sente sur le filtre est dissoute grâce à un traitement alcalin. Pour cela, une solution al-

caline est préparée à partir du NH4OH dans laquelle du péroxyde d’hydrogène (H2O2)

est ajouté. Le traitement alcalin de l’échantillon est réalisé également en ligne avec une

pompe péristaltique à une vitesse de rotation de 20 rpm (figure 3.1). La concentration
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Figure 3.2 – Étapes d’échantillonnage des coccolithophoridés par centrifugation et de purification par trai-

tement alcalin à partir des travaux de Blanco-Ameijeiras et al. (2012), Müller et al. (2013)

initialement testée était de 0.1 M. Les filtres ainsi traités sont ensuite rincés avec de l’eau

Milli-Q tamponnée à pH 8 (18.2 Ω) afin d’éliminer les traces de sels tout en évitant la

dissolution de la calcite. Ils sont ensuite séchés sous une hotte à flux laminaire.

1.2.4 Échantillonnage des cellules par centrifugation

Les cellules sont concentrées par centrifugation comme décrit par Blanco-Ameijeiras

et al. (2012), Müller et al. (2013). La méthode consiste à placer la solution de culture dans

des tubes de centrifugation durant 20 minutes à une température de 10oC soumis à une

vitesse de 4600 rpm. Le surnageant est centrifugé deux fois pour récupérer l’ensemble

des coccolithes présents. Comme indiqué par Blanco-Ameijeiras et al. (2012), la matière

organique après centrifugation se situe au dessus de la calcite dans le culot du tube (figure

3.2). L’ensemble est ensuite rincé à l’eau Milli-Q (18.2 Ω) tamponnée à pH 8.

1.2.5 Traitement alcalin à l’issu de la centrifugation

Le traitement alcalin est réalisé avec une solution de NH4OH à 0.5M et de H2O2 à

6% afin d’éliminer la matière organique (figure 3.2). Les tubes contenant la calcite et la

matière organique avec la solution alcaline sont placés dans un bain thermostaté à 50oC et

agités durant 24 h. Les tubes sont ensuite centrifugés à 4000 rpm durant 5 minutes à 10oC.

Cette étape est répétée plusieurs fois pour éliminer la matière organique. Une solution de

NH4OH à 0.5M et de H2O2 à 6% est fraîchement préparée à chaque nouveau traitement

afin de limiter toute contamination éventuelle de la solution en bore (Coadic 2013). Une

fois la matière organique éliminée, la calcite est transférée dans un nouveau tube pré-pesé,

et préalablement lavé à l’acide. Ce transfert est nécessaire pour d’éviter les relargages des

parois du tube lors du passage du traitement alcalin au traitement acide. Les tubes sont
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Figure 3.3 – Dissolution de la calcite par digestion sous vapeurs d’acide de HNO3

mis à sécher sous la hotte en salle blanche puis pesés pour estimer la quantité de calcite

recueillie.

1.3 Dissolution de la calcite

1.3.1 Mise en solution de la calcite sous vapeurs d’acide

La dissolution de la calcite est réalisée sur des filtres préalablement séchés. 1 mL

d’acide nitrique (HNO3) pur est ajouté dans un flacon en PFA et le filtre sec plaqué

contre la paroi du tube au dessus de l’acide (figure 3.3). En salle blanche (classe ISO 6,

Classe 1000), les flacons sont placés sur une plaque chauffante en PFA durant une nuit à

une température de 120oC sous une hotte à flux laminaire. Les éléments contenus dans

la calcite sont entraînés au fond du flacon avec les vapeurs d’acide. HNO3 est ensuite

évaporé à 130oC durant 4h. Une solution HNO3 2% est utilisée pour la remise en solution

de l’échantillon avant l’analyse par l’ICP-QMS.

1.3.2 Technique par ajout d’acide sur la calcite après centrifugation

La calcite recueillie par centrifugation et purifiée par traitement alcalin est dissoute

avec un 1 mL de HNO3 1M. Ce volume est ensuite divisé en deux pour d’une part l’ana-

lyse de la composition élémentaire par ICP-QMS, et d’autre part l’analyse par MC-ICP-

MS.



54 Chapitre 1. Protocoles d’isolation des coccolithes et d’extraction du bore

Afin de réaliser une dissolution totale de la calcite, nous avons utilisé une solution de

HNO3 1M en excès. La réaction chimique de la dissolution de la calcite est la suivante :

2HNO3 + CaCO3 $ Ca2+ + 2NO−
3 + CO2(gaz) + H2O

(1.1)

Pour favoriser la dissolution, la calcite sèche présente au fond du tube est émiettée à

l’aide d’une baguette en PFA afin de limiter toute contamination. Cette étape limite la for-

mation de particules, et donc une étape de centrifugation supplémentaire avant l’analyse

élémentaire par ICP-QMS.

1.4 Extraction du bore

L’extraction des isotopes du bore est réalisée avec de la résine Amberlite IRA 743. Cette

résine est préalablement écrasée et tamisée afin de récupérer une poudre qui est nettoyée

avec HNO3 de molarité décroissante et rincée l’eau Milli-Q (18.2 Ω) entre chaque lavage à

l’acide. Elle est ensuite stockée dans un flacon en PFA dans de l’eau Milli-Q tamponnée à

pH 8. Avant chaque utilisation, la résine est nettoyée une dernière fois avec une solution

de HNO3 1M puis équilibrée à pH 8. 24 h avant d’effectuer le protocole d’extraction, les

échantillons sont équilibrés à pH 8 avec une solution NH4OH à 4M.

Deux protocoles d’extraction ont été évalués, le premier en passant en boucle l’échan-

tillon tamponné sur la résine, et le seconde par élution par gravité.

1.4.1 Résine Amberlite

L’explication du principe d’extraction de la résine Amberlite est schématisée sur la fi-

gure 3.4. La résine est formée de molécules de N-methylglucamine. C’est la fonction glu-

tamine (liaison –OH) qui permet de retenir les ions borates sur la résine. L’échantillon est

préalablement équilibré à pH basique afin que l’ensemble du bore présent dans l’échan-

tillon soit sous la forme d’ions borate et puisse être retenu par la résine (Rajiv et al. 2010,

Rohm and Haas Company 2003). L’utilisation d’un acide fort comme le HNO3 permet

ensuite d’éluer l’ensemble du bore de la résine pour être ensuite mesuré par MC-ICPMS.



1.4. Extraction du bore 55

Figure 3.4 – Schéma d’explication de l’extraction du bore par la résine Amberlite à l’échelle moléculaire à

partir de Rajiv et al. (2010)

1.4.2 Protocole d’extraction sur colonne en boucle

À partir des 0,5 mL de la solution de HNO3 1M contenant le bore destinés à la mesure

de δ11B, le volume est amené à 10 mL avec de l’eau Milli-Q. La solution de HNO3 passe

ainsi d’une concentration de 1 M à 0.48 M, soit 2% HNO3. Cette solution diluée est char-

gée sur la résine Amberlite grâce à une pompe péristaltique fonctionnant à une vitesse

faible de 5 rpm. Les tuyaux utilisés sont en PFA et en tygon (gris/gris) (figure 3.5). La

résine Amberlite a été préalablement placée dans une micro-colonne entre deux frittés. Le

système utilisé est semblable à celui utilisé pour la Flow Injection Analysis (FIA). L’étape

d’élution est réalisée dans le sens inverse du chargement, à la même faible vitesse.

1.4.3 Technique par batch/gravité

Dans ce cas, la résine Amberlite est placée cette fois dans un micro-tube, le surnageant

d’eau Milli-Q est extrait pour réaliser le lavage de l’Amberlite avec 1 mL de HNO3 à 1M.

La résine est directement équilibrée dans le micro-tube à pH 8. Les 500 µL issus de la

dissolution de la calcite, déjà équilibré à pH 8, sont ajoutés dans le micro-tube. Le temps

de chargement de la solution est de 4 heures (Douville et al. 2010).

Afin de récupérer uniquement la résine et les ions borates retenus (figure 3.4), des

colonnes en PTFE universelles sont utilisées. Elles sont nettoyées préalablement à HNO3
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puis lavées à l’eau Milli-Q (18.2 Ω), et enfin à l’eau Milli-Q tamponnée à pH 8. Le volume

de calcite dissoute et de résine sont alors ajoutés dans la colonne. Après chargement sur

colonne, la solution surnageante (sans le bore) est extraite. La résine est ensuite rincée

avec de l’eau MQ tamponnée à pH 8 pour éliminer les traces de calcium. Cette étape est

essentielle car cela évite la formation de fluorure de calcium au cours de l’élution. L’étape

d’élution est réalisée à l’aide d’une solution d’acide fluorhydrique (HF) à 0.3M (pH 2) qui

est le pH optimal pour l’élution du bore fixé sur la résine (Misra et al. 2014b, Kaczmarek

et al. 2016).

1.4.4 Calcul de rendement / efficacité de la colonne

La difficulté dans l’extraction du bore sur colonne est de limiter le fractionnement

isotopique afin de pouvoir quantifier exactement le δ11B de la calcite. Lorsque le rende-

ment est compris entre 97% et 102%, on considère que le fractionnement isotopique du à

l’extraction est négligeable (Sutton et al. 2017).

1.5 Blancs de protocole, de réactifs, de matériel et les limites de

détections

Le premier défi dans le développement du protocole d’extraction des coccolithes a été

de réduire considérablement le niveaux des blancs pour permettre l’analyse de faibles

quantités de bore (quelques ppb) présentes dans la calcite des coccolithes. En effet, dans

le protocole initial, les blancs de protocoles étaient aussi élevés que le niveau des concen-

trations à mesurer dans les échantillons. L’optimisation de la méthode d’extraction des

coccolithes a permis de réduire à plus de 47% les blancs de protocoles. Pour la méthode

d’isolation par filtration avec le traitement alcalin et dissolution sous vapeurs d’acide de

la calcite ces blancs sont en moyenne de 0.639 ± 3.98 ppb (3σ, n = 8). La seconde méthode

développée présente des valeurs de blancs plus faibles de 0.341 ± 0.791 ppb (3σ, n = 27).

Les blancs baissent encore pour l’extraction des coccolithes par centrifugation de l’ordre

de 3% par rapport au premier protocole. L’utilisation de bouteilles en PFA a considérable-

ment réduit (environ 90%) les blancs de réactifs (figure 3.6). Les limites de détection (LD

= 3σ) pour les analyses élémentaires du bore restent relativement peu élevées pour une

masse de calcite mesurée entre 20 et 200 mg.
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Figure 3.6 – Composition (en %) des blancs de réactifs et de matériels mesurés en bouteille PTFE (à gauche)

et réduction des blancs par utilisation de bouteilles en PFA (à droite). Les pourcentages du diagramme (à

droite) ont été calculés à partir des pourcentages du diagramme (à gauche).

L’étape d’extraction du bore par la résine Amberlite en utilisant la technique en boucle

présente de faibles blancs (4%) mais un plus grand risque de perte de bore sur les parois

des tuyaux en PFA et tygon. Les blancs du protocole par gravité présentent cependant des

teneurs en bore plus fort (5.61 ± 4.67 ppb de bore).

1.6 Résultats obtenus et discussions

1.6.1 Récolte et isolation des coccolithes

Suite aux travaux de Marine Bretagnon, des premières conclusions sur la méthode par

filtration ont été émises. Tout d’abord, l’utilisation de NH4OH limite la contamination en

bore, plus que l’utilisation d’une solution de soude (NaOH), pour le traitement alcalin.

De plus la solution alcaline évite l’accumulation d’ion sodium sur le filtre. Cet ion présent

dans l’eau de mer en concentration élevée interfère lors des analyses ICP-MS des élé-

ments traces et notamment celle du bore en faible quantité dans la calcite des coccolithes.

Concernant le choix des filtres PC ou PES, bien que tous deux aient une faible inertie

pour les métaux traces, il apparaît que les filtres PES présentent une contamination en

bore plus élevé que les filtres PC. Les premiers tests que nous avons menés ont confirmés

les conclusions de M. Bretagnon sur le choix du type de filtre. Concernant l’utilisation

de la pompe péristaltique au lieu de la seringue en PFA, elle permet en outre de limiter

l’éclatement des cellules et donc d’augmenter le nombre de cellules retenues sur les filtres

et donc la quantité de bore extraite.

La concentration de la solution alcaline (NH4OH + H2O2) était dans les travaux de
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Figure 3.7 – Collecte de cellules de coccolithophoridés sur des filtres PC suite au traitement alcalin avec

une solution à 0.5 M de NH4OH et 2% de H2O2.

M. Bretagnon de 0.1M de NH4OH et 2% de H2O2. Du fait du nombre plus important

de cellules à isoler pour réaliser les mesures de δ11B, et donc par conséquent aussi de

la matière organique, la concentration initiale de cette solution n’était plus adaptée. Une

solution alcaline de plus forte concentration a été testée à 0.5M. La figure 3.7 montre les

filtres après le traitement alcalin de la solution alcaline à 0.5M. Les filtres sont encore très

vert présentant encore la présence de matière organique. Malgré cette augmentation le

traitement alcalin n’était donc pas efficace.

Nous avons donc du opter pour une récupération des cellules récoltées par centrifu-

gation.

1.6.2 Dissolution de la calcite

La dissolution de la calcite a été réalisée dans un premier temps sous vapeur d’acide

nitrique. La température durant cette étape a été abaissée pour favoriser la dissolution

totale de la calcite. De plus la molarité du HNO3 a été augmentée. L’étape d’évaporation

prévue initialement a été éliminée pour éviter les pertes de bore. Bien que ce protocole ait

été optimisé, l’observation des filtres au MEB, après cette étape de leaching, montrent une

sorte de croûte sur les filtres (figure 3.7).
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Figure 3.7 – Observation au MEB (N. Gayet, IFREMER) des filtres PC après l’étape de leaching

La dissolution de la calcite n’est donc pas complète et limite par conséquent la récu-

pération totale des éléments contenus dans la calcite. Ceci implique des biais lors de la

quantification des éléments contenu dans la calcite.

La procédure retenue pour mener cette étude est proche de celles développées par

Blanco-Ameijeiras et al. (2012) et Foster et al. (2013).

1.6.3 Extraction du bore

Initialement l’extraction du bore de la calcite était envisagée par une technique en

boucle proche du système de FIA. Cependant plusieurs difficultés nous ont conduites à

abandonner cette option. Tout d’abord, le passage de l’échantillon dans plusieurs tubes et

tuyaux augmente le risque d’adsorption du bore sur les parois, et donc le risque de conta-

mination et de fractionnement isotopique du bore. La faible quantité de résine utilisée

dans cette configuration n’assurait pas à 100% que tout le bore contenu dans l’échantillon

soit retenu. Cette méthode était enfin très chronophage (plus de 24h par échantillon, sans

avoir la possibilité de faire plusieurs échantillons à la fois). En effet, le chargement de
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l’échantillon sur la résine, le rinçage de la résine et l’étape d’élution du bore est réalisés à

une vitesse de 3 rpm, avec des risques de fuite des tuyaux à cause de la pression. Nous

avons donc opté pour la méthode par batch/gravité car la mise en oeuvre est plus facile

et donne une meilleure reproductibilité. Cette technique permet de travailler par lot de 6,

soit 4 échantillons, un blanc et un échantillon standard de référence (NEP).

1.7 Conclusion

Bien que les méthodes initialement prévues aient donné des résultats pour la mesure

élémentaire (B, Ca), elles se sont avérées inadaptées pour les mesures du δ11B dans les

coccolithes. Nous avons donc du les adapter ou les remplacer pour nous placer dans les

conditions imposées par la mesure de la composition isotopique en bore dans la calcite

(>50 ng). Il a de plus été nécessaire d’adapter les protocoles pour traiter plusieurs échan-

tillons simultanément.

Les deux protocoles, celui mis au point pour l’isolation des coccolithes par méthode

de centrifugation et celui d’extraction du bore par la méthode de batch/gravité pour

aboutir aux mesures de B/Ca et δ11B ont fait l’objet d’un article à soumettre à Journal

Geochemistry, Geophysics, Geosystems, G3.





2Analyses ICP-QMS et MC-ICP-MS

Depuis environ 30 ans, et avec l’arrivée de nouveaux outils analytiques de nombreuses

études se sont intéressées à la mesure les isotopes du bore dans les carbonates marins dans

le but d’explorer cette information en paléoclimatologie pour reconstruire les variations

passées du pH des océans (Foster et Rae 2016).

2.1 Principe des mesures ICP

Depuis le milieu des années 80, les analyses en spectrométrie de masse (ICP-MS : In-

ductively Coupled Plasma-Mass Sprectrometer) se sont répandues dans les laboratoires

de géochimie. Ces appareils sont utilisées dans divers domaines d’application tels que la

géochimique clinique, le nucléaire ou encore la métallurgique. L’intérêt de cet outil analy-

tique est qu’il permet une détermination multi-élémentaire rapide des échantillons à un

faible niveau de concentrations. Ces appareils sont capables de mesurer des concentra-

tions de l’ordre du ppt au ppb. La spectrométrie de masse est donc parfaitement adaptée

à la détection des faibles concentrations de bore contenues dans les coccolithes. Les ICP-

MS fonctionnent sur la base d’une sublimation de l’échantillon dans le nébuliseur qui est

ensuite transporté jusqu’à la torche à plasma, lieu où l’échantillon est ionisé ou atomisé

à température élevée (de l’ordre de 6500oC à 10 000oC). Dans le cadre de cette thèse, afin

d’estimer les concentrations en bore et en calcium, nous avons utilisé un ICP-QMS et pour

déterminer δ11B nous avons utilisé un MC-ICPMS.
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2.2 Mesure élémentaire au spectromètre de masse : ICP-QMS

Pour mesurer les éléments traces et les éléments majeurs contenus dans les carbonates

biogéniques des coccolithophoridés, les concentrations en B et Ca, Sr, Mg, Li ont été mesu-

rés par ICP-QMS. Le principe de ces mesures est détaillé en figure 3.8. Cet appareil permet

de quantifier simultanément des éléments chimiques à des concentrations présents dans

une gamme large allant du ppm au ppt. Plusieurs travaux ont montré que la matrice de

calcium, composant la calcite, peut avoir une influence sur l’analyse des éléments traces

(Yu et al. 2005, Misra et al. 2014a, Coadic 2013). Pour limiter ces effets sur la mesure, les

standards sont calibrés avec une concentration constante en Ca, de l’ordre de 100 ppm.

Cela permet d’obtenir une bonne reproductibilité sur les éléments traces et majeurs. De

même, pour limiter les problèmes d’encrassement et d’effet mémoire du Ca et du B, une

solution de rinçage (HNO3 à 2%) est passée 3 fois entre chaque échantillon. Une solution

est préparée avec l’ensemble des éléments mesurés à une concentration de 1 ppb pour

réaliser les réglages de l’appareil, elle est appelée solution «tune». Cette solution est pas-

sée tous les 10 échantillons pour estimer la dérive potentielle de la machine au cours de

chaque séquence d’analyse. Cette solution contient l’ensemble des éléments à mesurer à

une concentration de 1 ppb. Le barycentre des deux mesures de la solution tune sert à

corriger chaque échantillon. Seule la mesure du dernier blanc de rinçage est retranchée à

celle de l’échantillon, après la correction de la dérive de la machine.

Un standard de référence (JCp-1) aurait dû être utilisé pour à la fois valider le protocole

opératoire lié à l’isolation des coccolithes, estimer les contaminations possibles et valider

la méthode d’analyse en ICP-QMS. Cependant un problème de mesure de bore dans ce

standard de référence nous a empêché la reproductibilité externe.

2.3 Mesure isotopique au spectromètre de masse : MC-ICPMS

La mesure de δ11B peut se faire par différents procédés. Le MC-ICPMS Neptune est

un spectromètre de masse principalement utilisé pour déterminer la composition isoto-

pique d’éléments inorganiques. Il permet de faire des mesures rapides à des niveaux de

détection très faibles, de l’ordre du ppb.

L’utilisation du MC-ICPMS dans la mesure de la composition isotopique du bore a

remplacé celle du TIMS (Thermal Ionization Mass Spectrometry) pour laquelle la correc-



66 Chapitre 2. Analyses ICP-QMS et MC-ICP-MS

tion du biais de masse est délicate. Le recours au MC-ICPMS s’est rapidement généra-

lisé pour la détermination du δ11B dans les carbonates biogéniques d’organismes marins

comme les coraux et les foraminifères (Foster 2008, McCulloch et al. 2014).

Cette technique nécessite au préalable une étape de purification du bore sur une résine

Amberlite (voir partie 1, 1.4) qui permet d’obtenir une précision sur la mesure de δ11B de

l’ordre de 0.25%o (Foster et Rae 2016, Louvat et al. 2011, Douville et al. 2010, Foster 2008).

Foster et al. (2013) compare l’ensemble des méthodes utilisées en MC-ICPMS et en

TIMS et notamment leur précision pour la mesure du δ11B dans les carbonates marins

dans différents laboratoires. Cette synthèse donne une déviation standard moyenne de

1.46 %o et souligne le risque élevé de contamination au cours des différentes étapes de

traitement des échantillons ainsi que les effets de matrices.

L’analyse de l’échantillon en MC-ICPMS se fait sous forme liquide dans une matrice

de HNO3 2%/HF 0.03M. Comme décrit par la figure 3.8, l’échantillon est transporté vers

le plasma par le gaz de nébulisation (Argon) où il est ionisé et analysé par le spectromètre

de masse.

Afin d’améliorer la mesure de δ11B et corriger les écarts isotopiques (<2%o) chaque

échantillon est analysé avec un standard NIST-SRM-951 à une concentration connue.

Échantillons et standard sont mesurés successivement. Cette méthode est appelée la mé-

thode de Sample-Standard-Bracketing (SSB) (Douville et al. 2010, Misra et al. 2014b, Kacz-

marek et al. 2016).

2.4 Effet mémoire du bore

Le problème majeur dans la mesure de la concentration élémentaire ou de la composi-

tion isotopique du bore est l’effet mémoire. Il est lié à l’adsorption du bore sur les parois

observée notamment lors de l’introduction de l’échantillon dans la source de plasma. Pour

palier à cet effet lors de la mesure de la concentration en bore en ICP-QMS, on réalise de

long temps de rinçages que l’on répète au moins 3 fois. Dans le cas de la mesure de δ11B

en MC-ICPMS, on utilise une solution de HF à faible concentration comme préconisé par

Kaczmarek et al. (2016), Misra et al. (2014b), ce qui a pour effet de réduire considéra-

blement les blancs et de permettre après plusieurs rinçages un retour à la ligne de base

rapide.



3Annexe : Publication Scientifique

L’article qui suit présente le développement analytique pour mesurer le δ11B dans les

coccolithes issue de la culture d’une souche d’E. huxleyi. La souche RCC-P41 a été collec-

tée dans la zone de l’upwelling du péruvien. Les valeurs de δ11B et du ratio B/Ca ont

été mesurées par, respectivement, MC-ICPMS et ICP-QMS. Leurs résultats sont comparés

aux données déjà publiées aux autres organismes calcifiants. Cette nouvelle méthode de

mesure de B/Ca et δ11B ouvre de nouvelles perspectives dans la mesure du bore dans des

échantillons issue d’expériences de variations du système des carbonates. Ici, nous présen-

tons ces expériences et abordons les questions dans le contexte de physiologie cellulaire

et des potentielles applications en tant que paléo-proxy.
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Abstract

Since the beginning of the Industrial era, increased carbon dioxide emissions into the atmos-

phere due to human activities have led to the progressive acidification of the ocean. Decreasing

seawater pH and subsequent undersaturation state in calcium carbonates are likely to affect marine

calcifying organisms such as coccolithophores. An increasing number of studies have investigated

the pH dependence of isotopic composition of boron (δ11B) in marine biocarbonates. Most of them

have focused on corals and foraminifera and only preliminary δ11B values of coccolithophore cal-

cite are available in the literature. In this study, we present an analytical development to accurately

measure δ11B in coccoliths performed on a culture of Emiliania huxleyi RCC-P41 originating from a

sample collected in Peru coastal upwelling system. δ11B and the B/Ca ratio values were measured

using MC-ICPMS and ICP-QMS respectively and results were compared with published data for

other marine calcifiers.
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3.1 Introduction

The precise monitoring since the 1980s of surface water pH (Bates et al. 1996; 2012) has revea-

led changes in the carbonate system of the ocean as a result of increasing anthropogenic carbon

dioxide (CO2) in the atmosphere and its absorption by the ocean leading to the gradual lowering

of shallow water pH, known as ocean acidification (Bates et al. 2012, Doney et al. 2009, Riebesell

et al. 2010). Acidification itself or concomitant changes in the concentrations of bicarbonate ions,

carbonate ions and CO2 will likely influence marine calcifying organisms such as the coccolitho-

phores, which are the dominant group of calcifying marine phytoplankton. Several studies have

shown that changes in seawater pH affect biocalcification rates with variable responses between

species and strains (Riebesell et Zondervan 2000, Langer et al. 2009, Beaufort et al. 2012). It is

still unclear which cellular processes underpin the sensitivity of coccolithophores to seawater car-

bon chemistry changes. It is plausible that the regulation of carbon chemistry within the so-called

coccolith vesicle, in which the minute calcite platelets (coccoliths) are produced, is disturbed by

seawater acidification. Unfortunately the fluid volume inside the coccolith vesicle is too small to

be accessible by available microanalytical techniques such as fluorescent dyes. The incorporation

of boron into coccolith calcite offers an indirect access to intra-coccolith vesicle carbon chemistry

because boron speciation is pH dependent and only one boron species, i.e. borate, are incorporated

into calcite (Hemming et Hanson 1992). Another important motivation for studying boron in bio-

carbonates is to assess the relationship between δ11B in coccolithophorid calcite and pH in order

to develop a paleo-pH proxy. Boric acid B(OH)3 and borate ion B(OH)−4 are the two predominant

forms of boron in seawater. Their respective concentrations are given by the following equation

(figure 3.9) (Zeebe et Wolf-gladrow 2002) :

B(OH)3 + 2H2O ⌦ B(OH)−4 + H3O+ (3.1)

Where the pKB* is the dissociation constant of boric acid in seawater (pKB* = 8.6, at 25oC and

a salinity of 35) (Dickson 1990). As shown by eq (1), the incorporation of B in biogenic calcite

depends on seawater pH. At pH values > 8.6 the tetrahedral borate ion, B(OH)−4 , dominates

in seawater, while below this value the trigonal B(OH)3 is prevalent. In the ocean, the natural

abundance of stable isotopes of boron, 10B and 11B, is approximately 20% and 80%, respectively.

The isotopic equilibrium of boron isotopes in seawater is described by :

10B(OH)3 +
11 B(OH)−4 ⌦

11 B(OH)3 +
10 B(OH)−4 (3.2)

The fractionation factor, α, associated with eq (2) is defined as :

α =
(11B/10B)B(OH)3

(11B/10B)B(OH)−4

(3.3)

Values of α have been determined by empirical or theoretical studies but today the experimentally

derived value of Klochko et al. (2006) (4) is considered the best estimate : α = 1.0272 ± 0.0006 %o
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Figure 3.9 – B Speciation in borate ions (B(OH)−4 ) and acid boric (B(OH)3) (a) and variations in isotopic

ccomposition these two B species with seawater pH (b). Calculations are based on equations (1) and (2) by

Foster et al. (2010), Klochko et al. (2006), Dickson (1990).

in seawater at 25oC This value reflects the fact that B(OH)3 is isotopically heavier than B(OH)−4 .

δ11B is usually expressed relative to the standard reference material, SRM NIST 951 with a δ11B =

0%o and 11B/10B = 4.04362 ± 0.00137 (Catanzaro 1970) :

δ11B = (
(11B/10B)sample

(11B/10B)NIST951
− 1) ⇤ 1000 (3.4)

Using δ11Bcalcite the pH can be calculated from the following equation (Zeebe et Wolf-gladrow

2002) :

pH = pKB ⇤ −log[−(δ11Bsw − δ11Bech)/δ11Bsw − (α ⇤ δ11Bech)− ((α − 1) ⇤ 1000)] (3.5)

where δ11Bsw is the boron isotopic composition of seawater. The mean δ11Bsw of modern ocean

has been estimated to 39.61 ± 0.20 %o (Foster et al. 2010, Misra et al. 2014b). In the recent

years, incorporation of boron in marine carbonates has been investigated in the framework of

seawater carbon chemistry reconstruction from B/Ca and δ11B of these carbonates. Studies have

extensively reported on the δ11B in corals and foraminifera (Hönisch et al. 2004, Foster 2008,

Douville et al. 2010, Rae et al. 2011, Trotter et al. 2011, McCulloch et al. 2012). By contrast, there is

only one preliminary dataset on coccolithophores (Henehan 2015). The boron isotopic composition

of coccolith calcite is, apart from its potential usefulness in proxy studies, very interesting from a

cell physiological point of view. As mentioned above, knowledge about boron incorporation into

coccoliths will help to constrain intra-coccolith vesicle carbon chemistry. In order to realize its full

potential in this context both B/Ca and δ11B need to be measured. The only study published which

explore the potential B/Ca, leaves us with considerable ambiguity in interpreting the results (Stoll

et al. 2012) The first study analyzing both δ11B and B/Ca is therefore an important step, but the
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results are preliminary and the author is very cautious in drawing his conclusions (Henehan 2015).

Clearly a robust method for measuring δ11B in coccoliths is needed. Accurate measurements of

δ11B of typical marine biogenic carbonates represent a challenge because of their low B content,

i.e. 3-50 ppm (Foster et Rae 2016). The precise determination of δ11B requires a few mg of calcite

for MC-ICPMS analyses (Misra et al. 2014b, Foster et Rae 2016, McCulloch et al. 2014).

Here, we report the analytical development for measuring δ11B the calcite coccolith of Emiliania

huxleyi RCC-P41 collected in Peruvian upwelling waters and cultured under controlled conditions.

Elemental B/Ca ratios were also measured to evaluate the incorporation pathway of B in biogenic

calcite coccoliths.

3.2 Material and Methods

3.2.1 Culture conditions of the coccolithophores

Cells of E. huxleyi RCC-P41 collected from the Peru upwelling were obtained from the Roscoff

Culture Collection (www.roscoff-culture-collection.org). This strain was grown in diluted batch

cultures (maximum cell density <50,000 cells/mL) at a temperature of 18oC and a salinity of 32

with a 14h/10h light/dark cycle at an irradiance level of 450 µmol photon.m−2.s−1. Natural sea-

water collected offshore Argenton in the Iroise Sea (Brittany, France) was used for the culture

experiments after filtration using 0.2 µm porosity polycarbonate (PC) filters. Filter-sterilized sea-

water was then enriched with sterile macronutrients (nitrates, phosphates and silicates), vitamins

(B12, biotin, and thiamine) and metals including trace metals without addition of Ethylene Di-

amine Tetra Acetic (EDTA) and stored in 13.3 L PC bottles. The pH was adjusted to 8.13 ± 0.04

(2σ, n = 6, total scale) to reflect the modern ocean pH by addition of HCl (1M) and/or NaOH (1M).

Cells were then pre-acclimated to this medium in 20 mL flasks for at least 10 generations and then

inoculated at very low cell density into 13.3 L bottles. After approximately 10 generations, cultures

were harvested at a cell density lower than 50,000 cells/mL in order to ensure quasi-constant car-

bonate system conditions over the course of the experiment (Zondervan et al. 2002). Cells were

sampled after 10 cell generations to perform triplicate analyses of B, Ca and δ11B (Langer et al.

2009).

3.2.2 Cleaning procedure

Sample handling was performed in a clean ISO-5 room. Prior to use, all containers (bottles,

microtubes, vials, etc.) were successively washed with high purity 37% Normapur HCl and 37%

Suprapur HCl diluted to 10% and then rinsed three times with 18.2 mΩ Milli-Q (MQ) water.

This washing sequence minimized potential contamination of B, magnesium (Mg) and calcium

(Ca). Pipette tips were rinsed three times with 10% Suprapur HCl and then three times with MQ
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water. Standard solutions and SRM were prepared in Perfluroalkoxy (PFA) bottles using MQ water

and nitric acid (HNO3, 67-69%, Trace Metal). An alkaline solution of 0.5M ammonium hydroxide

(NH4OH, 30%, reagent grade) and HNO3 at 2% were prepared under a clean hood and stored in

pre-cleaned PFA bottles at room temperature after being placed in zip-lock plastic bags.

3.2.3 Standards preparation

For elemental ratio analysis, individual standard 1,000 ppm solutions of Ca, Li, Sr, B, Fe, Cd

and Mg (AAS CRMs certified TraceCERT c©) were prepared following the protocol of Yu et Elder-

field (2007). From each of these solutions, multi-element solutions were gravimetrically prepared

in clean PFA bottles using 2% HNO3 solution and stored at 2oC. Each solution was prepared to

reach a Ca concentration of 100 ppm (Yu et Elderfield 2007). In addition, a solution containing all

elements at 1 ppb of each element was prepared and used to monitor and correct for the instru-

ment drift. A solution of NIST SRM 951 (NIST, Gaithersburg, MD, USA) was prepared with 0.5N

HNO3 in PFA cleaned bottles for the determination of B concentration and δ11B in calcite and for

estimating contamination in B or other elements for the entire analytical procedure (Holcomb et al.

2016). A modern marine carbonate Porites sp. ; NEP, a coral standard provided by the University of

Western Australia/Australian National University (McCulloch et al. 2014) was also analyzed for

B/Ca and δ11B following the same procedure as for the samples.

3.2.4 Instrumentation - B/Ca and δ11B measurements

3.2.4.1 Boron concentrations

Concentrations of B, Ca, Mg, Sr, Li, Fe and Cd were measured using a ThermoFisher Inducti-

vely Coupled Plasma Quadrupole Mass Spectrometer (ICP-QMS) X-SeriesI I , operating at the Pôle

Spectrométrie Océan in Brest, France. Operating conditions are summarized in Table 3.1. A quartz

microcyclonic spray chamber (ThermoElectron) was used to measure B/Ca ratios in a 0.5N HNO3

matrix. Drift of the ICP-QMS was corrected by running the 1-ppb standard multi-element solu-

tion (see section 2.3) was run every five samples. Three rinses were also performed between each

sample to avoid B memory matrix effect and to reduce blank levels. Ordinarily, a measurement

of reference solution gives an external reproducibility. Unfortunately, the weak quantity obtained

of NEP wasn’t enough for both analytical methods. Also, a problem on the Jcp-1 powder was

detected and did not give the right concentration of boron.

3.2.4.2 Boron isotope measurements :

Boron isotopes were measured using a ThermoScientific Neptune Multiple Collector-

Inductively Coupled Plasma-Mass Spectrometer (MC-ICP-MS) operating at IFREMER Geosciences
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Table 3.1 – Settings of ICP-QMS for elementary analyses and MC-ICP-MS for boron isotopic analyses

Settings Element Mode Isotope mode

Spectrometer ICP-Q-MS Xseries 2 Thermo Scientific MC-ICP-MS Thermo
Plasma RF power 1200 W 1200 W
Spray Chamber Quartz cyclonic type PFA
Injector Sapphire 1.8 mm ESI Alumin
Sample Cone Nickel XT ou XS Jet Ni cone
Skimmer cone Nickel XT ou XS X Ni cone
Torche Quartz type Quartz type
Scan mode Peak jumping /

Detection mode Pulse counting (only Li, B, Cd)/ ana-

log (both for Ca, Mg, Sr)

Faraday Cage

Autosampler SC-2 Fast ESI (Elemental scientific) ASX-100 CETAC
Capillary Teflon, internal diameter 0.25 mm Teflon
Cooling gas 14 L/ min
Auxiliary 0.8 L/min
Nebulizer [0.88 - 1.0] L/min
Uptake mode Peristaltic pump Peristaltic pump
Uptake rate 1 mL / min 60 µL/min
Uptake time 125 sec. 40 sec.
Washout time 50 sec. 110 sec.
Sample matrix HNO3 2% HNO3 2% / HF 0.3 M
Multi-mode Analysis CCT* (Fe) /without CCT (Standard) /

CCT gas He (93%)/ H2 (7%) Argon
flow rate for collision cel mode [2.8 - 3.2] mL/min
Delay between CCT / without

CCT)

35 sec.

Runs 3 (CCT), 3 (without CCT) 30 cycles
Sweeps number 80/run
Dwell time 4 sec integration/cycle
Major elements (Mg, Ca, Fe, Sr) 10 milli-sec.
Trace elements (B, Li, Cd) 30 milli-sec 125 sec.
Sofware version PlasmaLab 2.6.2.337-July 2011

* Collision Cell Technolog
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Marines Laboratory in, Brest, France. All samples and standards were analyzed in 0.3N HF matrix

and 2% HNO3 to facilitate rapid B wash out (Misra et al. 2014b, Owen et King 1942, Kacz-

marek et al. 2016). A Teflon chamber and a direct injection analyzer were used. Instrumental

conditions for B isotope analyses are given in Table 3.1. δ11B values were corrected using the

Sample-Standard Bracketing (SSB) technique. The external reproducibility of δ11B measurements

was estimated from repeated analyses of the reference material, NEP (24.66 ± 0.25 %o, 2σ, n = 12)

as described in section 2.5.2.

3.2.5 Chemical treatment of the samples

3.2.5.1 Coccolith isolation

The preparation of coccolithophore calcite was adapted from previous methods (Blanco-

Ameijeiras et al. 2012, ?). 5L of culture medium at cell density < 50,000 cell/mL yielded sufficient

amount of coccolith calcite for chemical measurements. The culture was split into 500 mL tubes

and centrifuged at 4600 rpm at 10oC to recover coccoliths. The supernatant was centrifuged twice

to recover remaining coccoliths to ensure maximum recovery. To remove organic matter we used

the same oxidative cleaning method of Barker et al. (2003). An alkaline solution of 0.5 M NH4OH

with 6% hydrogen peroxide (H2O2) was added to the tubes containing calcite and placed in a

water bath at 50oC for one day. The tubes were subsequently centrifuged for 5 min at 4000 rpm at

10oC. This operation was repeated once. A new alkaline solution was used for each centrifugation

sequence to minimize contamination. The organic-free coccoliths were then transferred to a new

clean tube and dried under a laminar flow hood before dissolution in 1mL of 1M HNO3 solution.

To avoid a memory effect, new tubes were used for this second step.

3.2.5.2 Boron extraction and isotopic measurement

B/Ca ratios in coccolith calcite were determined from the purified calcite after dissolution in

1 mL 1M HNO3 following the method described by Sutton et al. (2017). This volume was then

splitted into two parts. 0.5 mL was used for ICP-QMS elemental analysis using ICP-QMS and the

other 0.5 mL for boron extraction and δ11B analyses by MC-ICPMS analyses of B isotopes. The

pH of the latter 0.5 mL aliquot was adjusted to pH 8 with a 4M NH4OH solution. After 24h of

pH equilibration at room temperature, the sample was loaded in a 5 cm long column (Ø of 50

mm) packed with the boron-specific resin Amberlite IRA743 (Kiss 1988). Before use, the Amberlite

resin was crushed (mesh 400) cleaned with gravimetrically concentrated HNO3 and buffered at

pH 8. This ion exchange resin was used to retain B(OH)−4 . The glutamine functional group of

the Amberlite resin (N-Methylglucamine) forms a stable complex with B(OH)−4 thereby retaining

these ions. The resin was then rinsed to remove Ca2+ and all other ions. Boron elution was then
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performed 4 times with 250 µL of 0.48M HNO3 solution (pH 2) for 1 hour each to recover 100% B

for further isotope analyses.

3.3 Results

3.3.1 Protocols development

3.3.1.1 Blanks

Because of low B content of coccolithophorid calcite, coccolith isolation and B extraction from

coccolith calcite require ultraclean conditions and rigorous blank controls. To avoid contamination

sources, ultrapure reagents and cleaned PFA bottles were used. We rinsed samples 3 times with

MQ-water to reduce contamination levels. At each step of the analytical protocol, control analyses

were performed to evaluate B levels. The results of these tests on reagents and consumables are

provided in Table 3.2. Blank levels were also estimated for the coccolith isolation protocol. Control

analyses all resulted in negligible amounts of boron (< 1ng) and consequently sufficientyly low to

allow for accurate boron isotope measurements (Table 3.2).

Table 3.2 – Blank levels determined in solutions, consumables and analytical protocols

B ± 3σ n

in ng

Reagent Alkalin solution 0.026 ± 0.001 14

Milli-Q water 0.057 ± 0.108 14

Nitric acid at 2% 0.03 ± 0.03 16

Buffered Milli-Q 0.018 ± 0.018 12

Consumables µtubes 0.16 ± 0.057 16

tubes 0.041 ± 0.016 5

Protocol blanks Coccolith isolation 0.265 ± 0.467 32

B measurements 0.003 ± 0.03 32

Amberlite resin 0.001 ± 0.007 12

3.3.1.2 Removal of organic matter

The removal of organic matter without altering the calcite is a delicate procedure. Boron

concentrations of a 98% calcium carbonate powder (Acros Organics) before and after the alka-

line treatment indicated 27% (n =10) loss of B during this step (Table 3.3). To check for removal

of organic matter and potential contaminations due to the alkaline treatment, Mg/Ca, P/Ca and
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Fe/Ca ratios were calculated. Indeed, Mg in organic molecules can be 400 times higher in cells

than in calcite (Blanco-Ameijeiras et al. 2012). The P/Ca ratio was selected because phosphorus

(P) is an essential component of cell metabolism (nucleotides) and of the cell membrane. Fe/Ca is

indicative of Fe-oxides bound to organic molecules. Table 3.4 gives the results of these measure-

ments for the culture experiments with and without treatment. Based on these ratios we estimated

a mean 94% removal of organic matter with the protocol applied here.

Table 3.3 – Effect of alkaline treatment on boron concentration with the cleaning coccoliths procedure

[B] ± 3σ n

CaCO3 powder ppb ppb

Before Alkaline Treatment 3.42 ± 3.16 10

After Alkaline Treatment. 2.5 ± 0.53 7

B loss 27%

Table 3.4 – Elemental ratios (Mg/Ca, P/Ca, Fe/Ca) measured in coccolithophore samples before and after

alkaline treatment following our protocol and the estimation of recovery (%)

Non-treated samples Clean samples % of removal

Mg/Ca (mmol/mol) 440 ± 95 15.37 ± 9,63 97%

P/Ca (mmol/mol) 19 ± 33 1.77 ± 0,82 91%

Fe/Ca (mmol/mol) 237 ± 236 14.18 ± 8,92 94%

3.3.1.3 Boron extraction

Extraction yields of B were calculated to evaluate the efficiency of the Amberlite resin (Table

3.5). B concentrations were analyzed by ICP-QMS before and after extraction. To ensure that B

is fully retained and that there is no fractionation during this analytical step, yields should be

comprised between 97% and 102% (Sutton et al. 2017). The solution containing the sample was

checked after loading. B concentration was approximately 0.04 ± 0.09 ppb (2σ). Similarly, the

solution used for resin rinsing at pH 8 was also analyzed after rinsing to check for the presence

of B (0.07 ± 0.1 ppb, 2σ). These control tests confirmed that all B was loaded and retained on the

resin and that Ca was completely removed. All boron analyses here indicate that the level of B

contamination is low and does not affect precise δ11B analyses. As can be seen from Table 3.2, B

contamination remains low enough. Our results also show that the developed cleaning procedure

is efficient with a good recovery of boron and blank contribution is sufficiently low to perform

boron isotope analyses (Table 3.5).
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Table 3.5 – B/Ca and δ11B values measured in corals, foraminifera and coccolithophores

Sample Mineralogy B/Ca δ11B References

in µmol/mol %o

Porite Coral NEP-1 56 - 61.103 24.04 25.55 this study

Seawater Argenton 38.10 - 40.59 this study

Coccolithophore calcite 15.97 - 18.61 15.89 - 17.53 this study

Coccolithophore calcite 5- 56 /
Stoll et al. (2012)

Coccolithophore calcite 3.7 – 28.0
Fernandez et al. (2015)

Modern Coral Aragonite 23.0 - 24.7
Hemming et Hanson (1992)

Modern Coral Aragonite / 18.52 - 23.96

Holcomb et al. (2015)

Modern Coral Aragonite 21.1 - 24.9
Hönisch et al. (2004)

Modern Coral Aragonite 23.2 - 28.7
McCulloch et al. (2012)

Modern Coral Aragonite / 31.1 - 35.7
Rollion-Bard et al. (2011)

Modern Coral Aragonite / 18.6 - 30.6
Rollion-Bard et al. (2011)

Ancient Coral Aragonite [350 – 600] 23.6 - 27.1
Douville et al. (2010)

Benthic Foraminifera Calcite / 18 - 30.1
Rollion-Bard et Erez (2010)

Planktonic Foramini-

fera

Calcite 47.6 - 121.6 16.2 - 19.8
Foster (2008)

Planktonic Foramini-

fera

Calcite / 20.8 - 23.3
Hönisch et Hemming (2004)

Planktonic Foramini-

fera

Calcite / 21.7 - 23.4
Hönisch et al. (2004)

Benthic Foraminifera Calcite / 18.0
Kaczmarek et al. (2016)

Seawater Seawater 39.9 - 40.2
Hemming et Hanson (1992)

Seawater Seawater 37.7 - 40.4
Foster et al. (2010)

Porites coral NEP-1 25.34 - 26.56

Sutton et al. (2017)

Porites coral JCp-1 465 24.24 - 24.65

Sutton et al. (2017)
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3.3.2 ICP-QMS and MC-ICP-MS measurements

For each set of ICP-QMS and MC-ICPMS measurements, the same 0.5N HNO3 or HNO3/HF

solutions were used for sample dilution, standard preparation, tuning and rinsing. Because me-

mory effects can introduce bias during ICP-QMS and MC-ICPMS analyses of B, these solutions

were analyzed 3 times between each sample. ICP-QMS and MC-ICPMS systems were cleaned to

reduce potential memory effects and to shorten the return time to the baseline after each analysis

(Table 3.1). The 1 ppb multi-element solution was analyzed and NIST SRM 951 was added to the

analytical sequence for evaluating drift and memory effects. Mass drift of δ11B was thus systema-

tically controlled by standard-sample bracketing (SSB). The internal reproducibility and accuracy

of the 11B/10B ratios were calculated from repeated analyses of the NEP and measurements of the

Argenton seawater. A mean δ11B value of 39.48 ± 0.18 %o (2σ, n=12) was measured for Argenton

seawater. Such value matches well the accepted oceanic value of 39.61 %o (Foster et al. 2010). We

used our seawater value for pH calculations (eq. (6)), a corresponding value of NEP (24.66 ± 0.25

%o, 2σ, n = 12) was close to value from McCulloch et al. (2014) (25.96 ± 0.30 %o). All samples were

measured at a precision of 96% of boron (n=36) by ICP-QMS (ThermoFisher X-series).

3.3.3 Results of δ11B in calcite

The δ11Bcalcite data obtained from the coccolith calcite produced by E. huxleyi strain RCC-P41

in diluted batch cultures grown at pH 8.1 (T=18oC, S=32.6) are shown in figure 2a. Values range

from 15.89 %o to 17.53%o with a mean value of 16.73 ± 1.20%o (2σ, n=6) (figure 3.10a). The δ11Bsw

values of Argenton seawater used for the culture experiments measured with the same analytical

method as for calcite are also reported in figure 3.10 2a. The mean δ11Bsw = 39.48 ± 0.18 %o (2σ,

n=12) is comparable to the value published by Spivack et Edmond (1987) (39.7 ± 0.6 %o) and that

recently compiled for the global ocean by (Foster et al. 2010) (39.61 ± 0.04 %o) (figure 3.9), attesting

the reliability of the analytical measurements of δ11B. The average theoretical value of borate ion

isotopic composition of Argenton seawater calculated from δ11Bsw at pH 8.1 is 17.43 ± 2.07 %o (2σ,

n=12, S = 32.6 at 18oC). The δ11Bsw was also measured at the end of each culture experiment. The

mean value, 39.97%o ± 0.78 %o (2σ, n=6), which converts into a theoretical δ11Bborate of 17.91 ±

0.23 %o (2σ, n=6) is indistinguishable from the initial value within measurement uncertainty.

3.4 Discussion

3.4.1 δ11B in coccolith calcite

Our δ11Bcalcite values are thus lighter than expected from the Argenton seawater borate by

0.66 %o, a difference that translate to about 0.05 pH unit. figure 3.10a. also shows the δ11Bborate -

pH curves obtained using equation (6) for five published α values derived from either empirical



80 δ11B and B/Ca measurements in coccolith calcite by MC-ICPMS and ICP-QMS

methods or ab initio calculations (at T=25oC and S=35) (Klochko et al. 2006, Kakihana et al. 1977,

Byrne et al. 2006, Palmer et al. 1987, Nir et al. 2015). Overall, these findings suggest the predomi-

nant incorporation of B(OH)−4 into coccolith calcite with a minor or non-existent contribution of

B(OH)3 in agreement with the model proposed by (Hemming et Hanson 1992) with the α value

of (Klochko et al. 2006). According to this model, only the charged species B(OH)−4 is incorpora-

ted into the calcite lattice through attraction at the crystal surface. Recoordination of boron from

tetrahedral to trigonal may eventually take place, but with no fractionation (Noireaux et al. 2015,

Foster et Rae 2016). For comparison with the δ11B values reported in other marine biogenic car-

bonates, figure 3.10a and b plot our δ11Bcalcite data with values obtained from corals (Acropora

sp., Porites sp.), two foraminifera species (Globigerinoides ruber and Globigerinoides sacculifer) and

inorganically-precipitated calcite at a pH close to 8.1 (from Dissard et al. (2012), Henehan et al.

(2013), Sanyal et al. (2000), respectively). Corals and some foraminifera exhibit higher δ11B values

than coccolithophores at similar pH conditions. It has been hypothesized that substantial offsets

to heavier (higher) values result from either pH elevation at the site of calcification or symbiont

activity changing the pH in the microenvironment above ambient seawater by these organisms to

help carbonate precipitation (Sanyal et al. 2001, Hönisch et al. 2004, Henehan et al. 2013). Note that

the δ11B of non-symbiotic foraminifera and the symbiotic benthic Amphistegina lessonii (Kaczmarek

et al. 2016) reveal a similar offset to that of E. huxleyi (lighter values) (Foster 2008, Rae et al. 2011,

Martínez-Botí et al. 2015). While the relatively light δ11B of benthic foraminifera was attributed

to their habitat or their low photosynthesis to calcification ratio, the boron isotopic composition

of RCC-P41 coccoliths (figure 3.10) might point to an intra coccolith vesicle pH equal to or even

lower than that of normal surface seawater. The δ11B of NZEH (Henehan 2015) seems to be higher

(heavier) and thus might indicate an elevated coccolith vesicle pH. This conclusion can be drawn

from either nutrient limited cells or nutrient replete cells grown at pH 7.65. Both options are open

to misinterpretation. Unfortunately, (Henehan 2015) does not report δ11B of nutrient replete cells

at pH 8.1. This poses two important questions : 1) Is the coccolith δ11B at a given seawater pH

strain-specific in E. huxleyi ? 2) Is the coccolith δ11B in nutrient replete cells pH dependent ? These

questions cannot be answered in the framework of this study but we are currently performing

experiments which will shed light on them.

3.4.2 B/Ca ratio in coccolith calcite

B/Ca ratio values were measured in the same samples. B/Ca ratio values for E. huxleyi RCC-

P41 strain ranged from 15.97 to 18.61 µmol/mol (mean value = 17.50 ± 2.75 µmol/mol, 2σ) (figure

3.11a). There is considerable scatter when these values are plotted together with B/Ca ratio va-

lues published for different strains/species of coccolihophores (Henehan 2015, Stoll et al. 2012) at

pH values close to 8.1 (figure 3.11a). B/Ca ratios range from 2 to 45 µmol/mol which suggests

strain dependency. The scatter in coccolithophore B/Ca is comparable to that in foraminifera (fi-
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gures 3.11 a and b). B/Ca ratios in coccolithophore and foraminiferal calcite have been proposed

as a potential proxy for seawater [CO2−
3 ] (Stoll et al. 2012, Rae et al. 2011, Yu et Elderfield 2007).

However, a correlation of B/Ca with [CO2−
3 ] does not reflect a causal relationship but rests on

the accidental correlation of [CO2−
3 ] with [B(OH)−4 /HCO−

3 ] (Kaczmarek et al. 2016). In coccoli-

thophores the coccolith vesicle fluid [B(OH)−4 /HCO−
3 ] determines the coccolith B/Ca (Stoll et al.

2012). This means that the coccolith B/Ca is influenced by both the coccolith vesicle pH and the

coccolith vesicle DIC. Both parameters might change with seawater carbonate chemistry (Stoll et al.

2012). The data of Henehan (2015) suggest a complex relationship of B/Ca with seawater carbon

chemistry depending on macro nutrient availability. Disregarding nutrient limitation, cells under

nutrient replete conditions show a decrease in B/Ca with increasing seawater pH. Assuming that

coccolithophores do not decrease coccolith vesicle pH with increasing seawater pH (Suffrian et al.

2011), that observation could point to an increasing coccolith vesicle DIC. This conclusion howe-

ver is counterintuitive given that reduced CO2 availability under elevated seawater pH is more

likely to lead to lowered coccolith vesicle DIC. Since the data of Henehan (2015) represent only

two different seawater pH values and one single E. huxleyi strain, there is the obvious need for

more data relating B/Ca to seawater carbon chemistry. Especially in combination with δ11B, the

boron system has the potential to provide important new insights into coccolith vesicle carbon

chemistry regulation under acidification scenarios. We are currently performing carbon chemistry

manipulation experiments using two different E. huxleyi strains and will measure both B/Ca and

δ11B. The new data will answer some important questions posed by this study and by the seminal

studies of Stoll et al. (2012) and Henehan (2015).

3.5 Conclusion

This study reports one of the first δ11B measurements in biogenic calcite produced by cocco-

lithophores. The analytical procedure was based on existing protocols used to measure δ11B in

foraminiferal calcite and adapted to the extremely low B levels (<50 ppm). Our results suggest

that B(OH)−4 is the major B species incorporated into the calcite lattice of coccoliths. Comparison

of our data with theoretically seawater δ11Bborate indicates a shift to lighter values, which might

indicate that coccolithophores do not elevate the pH at the site of calcification. The B/Ca ratios

are within the range of those reported in coccolithophores and other marine calcifiers, such as

foraminifera and corals. However, there is considerable scatter in B/Ca of one single species, E.

huxleyi, suggesting that B/Ca is clone dependent. Also the response of the boron system, δ11B and

B/Ca, to seawater carbon chemistry changes in coccolithophores is still an open question because

very few data are published so far. Our new method for δ11B and B/Ca measurements in coccolith

calcite opens up the possibility to analyze the boron system in samples from carbon chemistry
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Figure 3.11 – Plots showing the B/Ca ratios in coccoliths of E. huxleyi P41 (orange symbols) at modern

ocean pH value of 8.1 (a). Values of B/Ca measured (a) in coccoliths from Stoll et al. (2012) and (b) in

foraminifera from Allen et al. (2016) are also shown. Plots of B/Ca against [CO2−
3 ] for coccoliths (c) and

foraminifera (d). Plots of B/Ca against [B(OH)−4 /HCO−
3 ] for coccoliths (e) and foraminifera (f).
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manipulation experiments. We are currently performing such experiments and will address these

questions in the context of cell physiology and paleo-proxy applications.







IV
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4.1 Introduction

Les coccolithophoridés sont des algues autotrophes calcifiantes. Leurs coccolithes en calcite

sont formés à l’intérieur de la cellule dans la vésicule interne, la CV puis excrétés vers l’extérieur

pour former la coccosphère (environ 12 à 15 coccolithes par cellule). Tout changement dans la

production de calcite en réponse à l’OA aura des conséquences sur le cycle du carbone marin,

sur l’export de carbone et infime sur le climat par des mécanismes de rétroactions. Il est donc

important d’en comprendre et de quantifier les effets.

Ce chapitre discute les résultats de B/Ca et de δ11B obtenus sur deux souches d’E.huxleyi,

RCC-P41 et RCC-P4, dans les trois conditions de pH énoncées précédemment (pH 8.6, pH 8.1 et

pH 7.6). Ces résultats sont ensuite comparés à ceux obtenus en culture sur les foraminifères et les

coraux ainsi qu’aux données préliminaires obtenues dans la calcite des coccolithophoridés.

Rappels des réactions chimiques impliquant le bore (cf. chap. 1 sect. 4)

La dissociation de l’acide borique dans l’eau est décrite par la réaction à l’équilibre suivante :

B(OH)3 + 2H2O ⌦ B(OH)−4 + H3O+ (4.6)

où le pKB* est la constante de dissociation de l’acide borique dans l’eau de mer (pKB* = 8.6 à 25oC

pour une salinité de 35) (Dickson 1990). La distribution des isotopes stables du bore suit l’équation

suivante :
10B(OH)3 +

11 B(OH)−4 ⌦
11 B(OH)3 +

10 B(OH)−4 (4.7)

Le facteur de fractionnement, α, permet d’estimer le fractionnement isotopique de ces deux formes

chimiques du bore dans l’eau de mer. Il est défini comme suit :

α =
(11B/10B)boric

(11B/10B)borate
(4.8)

Hemming et Hanson (1992) ont proposé un modèle d’incorporation du bore dans les carbonates

reposant sur l’hypothèse que seuls les ions borates sont incorporés dans la calcite, selon l’équation

suivante :

CaCO3 + B(OH)−4 ⌦ Ca(HBO3) + HCO−
3 + H2O (4.9)

La composition isotopique du bore dans les carbonates et le pH sont donc reliés par la relation

suivante : (Zeebe et Wolf-gladrow 2002) :

pH = pKB ⇤ −log[−(δ11Bsw − δ11Bech)/(δ
11Bsw − (α ⇤ δ11Bech)− 1000(α − 1))] (4.10)
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4.2 Résultats de δ11B de la calcite des souches RCC-P41 et RCC-P4

4.2.1 Souche RCC-P41

La figure 4.1 montre les courbes théoriques de l’évolution de la composition isotopique des

ions B(OH)−4 , noté dans ce qui suit δ11Bborate, en fonction du pH de l’eau de mer pour plusieurs

valeurs du coefficient de fractionnement, α, déterminées par des méthodes empiriques ou théo-

rique (Klochko et al. 2006, Kakihana et al. 1977, Byrne et al. 2006, Palmer et al. 1987, Nir et al. 2015).

Celle proposée par Klochko et al. (2006) est la première mesure directe réalisée dans l’eau de mer

et c’est aussi celle qui est utilisée comme valeur de référence par la communauté (Rae 2018). Les

valeurs de δ11Bcalcite mesurées dans la calcite des coccolithophoridés se situent dans l’enveloppe

de celles attendues si l’on considère que l’ion borate est la forme prédominante incorporée dans

la calcite (environ entre 15 %o et 26 %o selon Hemming et Hanson (1992)). En effet, les valeurs

moyennes mesurées sont 21.04 ± 3.78 %o ; 16.34 ± 2.17 %o ; 8.76 ± 0.89 %o, pour, respectivement,

les valeurs de pH 8.62 ; 8.13 et 7.61. Les valeurs théoriques correspondantes sont 24.45 ± 0.60%o ;

17.80 ± 0.39%o et 14.03 ± 0.09%o. La valeur moyenne de δ11B de l’eau d’Argenton utilisée pour

réaliser les cultures, δ11Bsw = 39.48 ± 0.183%o (2σ, n=12) est également reportée sur le graphique.

Cette valeur est comparable mais légèrement inférieure à celle publiée par Spivack et Edmond

(1987) (39.7 ± 0.6%o) ou encore à la valeur moyenne calculée pour l’océan global par Foster et al.

(2010) (39.62 ± 0.20 %o).

4.2.2 Souche RCC-P4

La figure 4.2 montre les résultats obtenus pour la souche E.huxleyi RCC-P4 ainsi que les courbes

théoriques de δ11Bborate en fonction du pH et la valeur δ11Bsw de l’eau d’Argenton aux mêmes

valeurs de α. Seules les cultures menées à pH 8.6 et 8.1 ont permis de mesurer les valeurs de

δ11Bcalcite. À pH 7.6, les quantités de bore dans la calcite des coccolithes étaient insuffisantes pour

réaliser ces mesures. Les valeurs de δ11Bcalcite à pH 8.1 sont très inférieures à celles attendues en

utilisant la valeur de α de Klochko et al. (2006). Par contre celles obtenues à pH 8.6 sont plus

conformes à la théorie et relativement comparables à celles de la souche RCC-P41 au même pH.

4.2.3 Condition de culture

Pour chaque échantillon, les volumes moyens utilisés sont de l’ordre de 5L (à une densité

cellulaire d’environ 50,000 cellules/mL). Cependant les quantités de calcite recueillies sont diffé-

rentes comme le montre les valeurs du tableau 4.1. En effet, pour la souche RCC-P41, les masses

de calcite produites diminuent en fonction du pH, entre environ 100 mg à pH 8.6 et 40 mg à pH

7.6, de même pour le contenu en bore de la calcite. Pour, la souche RCC-P4, les quantités de calcite

isolées aux différents pH sont nettement plus faibles mais comparable, de l’ordre de 50 mg, pour
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Figure 4.1 – Valeurs de δ11B mesurées dans la calcite de la souche RCC-P41 (cercles jaunes) et dans l’eau

de mer utilisée pour l’expérience (carré). Courbes des valeurs de δ11Bborate en fonction du pH pour plusieurs

valeurs de α (Klochko et al. 2006, Kakihana et al. 1977, Byrne et al. 2006, Palmer et al. 1987, Nir et al.

2015).
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Figure 4.2 – Valeurs de δ11B mesurées dans la calcite de la souche RCC-P4 (cercles bleus) et dans l’eau de

mer utilisée pour l’expérience (carré). Courbes des valeurs de δ11Bborate en fonction du pH pour plusieurs

valeurs de α (Klochko et al. 2006, Kakihana et al. 1977, Byrne et al. 2006, Palmer et al. 1987, Nir et al.

2015).
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les deux valeurs de pH les plus élevées. Cependant la teneur en bore de la calcite semble aussi être

plus faible et inférieure à celle observée dans la RCC-P41. Pour les deux souches les concentrations

en bore mesurées dans la calcite indiquent donc une décroissance avec le pH. Elles varient en effet

de 240 à 14 ppb pour la souche RCC-P41 et 39 à 5 ppb pour la souche RCC-P4, ce qui explique

l’absence de mesures fiables pour la souche RCC-P4 à pH 7.6.

Table 4.1 – Concentration en bore (mesurée en ICP-QMS) et masse de calcite (pesée en fin d’expérience)

pour chaque souche étudiée et pour chaque valeur de pH

Souche pH [B] m(calcite)

en ppb (mesurée) en mg (pesée

P41 8.62 237.80 99.56

P41 8.14 98.17 59.82

P41 7.61 13.50 39.75

P4 8.60 39.00 55.00

P4 8.23 4.67 53.00

4.2.4 Composition isotopique et pH

D’après le modèle de Hemming et Hanson (1992), si l’incorporation du bore dans la calcite

des coccolithes implique uniquement les ions borates et que ce processus ne s’accompagne pas

d’un fractionnement isotopique, alors les valeurs théoriques de δ11Bborate doivent être de 24.45 ±

0.60%o ; 17.80±0.39%o et 14.03±0.09%o en allant vers des pH décroissants. La figure 4.3 montre

les valeurs de δ11Bcalcite mesurées pour les souches RCC-P41 et RCC-P4 en fonction des δ11Bborate

théoriques aux différents pH et pour α=1.0272. Nos résultats suggèrent l’existence d’une relation

linéaire entre les valeurs de δ11Bcalcite et le pH pour la souche RCC-P41. On note de plus que les

valeurs de δ11Bcalcite sont toutes inférieures à ce que prédit le modèle de Hemming et Hanson

(1992), et que la différence entre la valeur théorique et celle mesurée est constante et de l’ordre de

3.25%o. Cet écart peut être traduit par l’équation suivante :

pH = pKB ⇤ −log[−(δ11Bsw − (δ11Bcalcite − a))/δ11Bsw − (α ⇤ (δ11Bcalcite − a))− 1000(α − 1))]

(4.11)

où a est la différence à la valeur théorique de δ11B. En effet, les valeurs mesurées de δ11B

pour les pH 8.6, 8.1 et 7.6 sont plus légères que celles théoriques de δ11Bborate (respectivement

24.45%o, 17.80%o, 14.03%o) de l’eau de mer d’Argenton. Plus précisément, l’écart entre les valeurs

de δ11B et de δ11Bborate varie entre 5.27%o et 1.07 %o (moy. 3.25%o). Cette valeur moyenne peut être

rapprochée de la valeur de la constante a de l’équation. Ce coefficient pourrait refléter l’existence

d’effets vitaux, comme par exemple l’intervention de la CV dans le processus de calcification.
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L’écart moyen calculé sur l’ensemble de nos mesures de δ11Bcalcite est de 2.13 %o donc inférieur a

celui calculé entre δ11Bcalcite et δ11Bborate. Les valeurs mesurées pour la souche RCC-P41 sont donc

significativement plus légères que les valeurs théoriques (⇡ 1.12 %o plus légères).

Si on applique le même raisonnement sur la souche RCC-P4, les valeurs de δ11Bborate à pH

8.6 et 8.1 sont de 23.52±0.35%o et 18.31±1.90%o. [Ces valeurs sont différentes de celles mesurées

pour la souche RCC-P41 en raison du faite que l’eau de mer d’Argenton n’a pas été prélevée à la

même période, les paramètres du système des carbonates ont changés, influençant la composition

isotopique du bore] La figure 4.3, montre des résultats plus contrastés pour la souche RCC-P4.

Si les valeurs de δ11B à pH 8.6 sont proches des valeurs attendues, celles mesurées à pH 8.1

sont nettement inférieures à ce que prédit le modèle d’incorporation. Elles présentent des écarts

respectifs de 5.32 %o et 14.57%o (moy. 9.95%o) de la composition théorique.

Dans ces conditions, il est difficile de conclure de manière définitive sur l’existence ou non

d’une relation entre δ11B et le pH pour la souche RCC-P4 compte tenu du nombre limité de

points.

La figure 4.3c compare les valeurs mesurées de δ11Bcalcite pour les foraminifères (G.ruber, G.

sacculifer) et les coraux (Acropora sp.). Les expériences ont été menées dans les mêmes conditions

que les souches de cette étude, c’est à dire en culture. L’ensemble des résultats se situe au dessus

de la droite, les valeurs mesurées sont donc plus lourdes que les valeurs mesurées de δ11Bcalcite

dans la calcite des coccolithes. Cela suggère que les coraux et certains foraminifères sont capables

d’ajuster de manière interne leur pH.

4.2.5 Résultats du ratio B/Ca dans la calcite des coccolithes

L’ensemble des valeurs du rapport B/Ca dans la calcite des coccolithophoridés pour les

souches RCC-P41 et RCC-P4 présente les mêmes tendances. Le rapport tend à diminuer avec

le pH (figure 4.4). Les graphiques de gauche présentent les valeurs mesurées de B/Ca pour la

souche RCC-P41 en fonction du pH (a), du rapport B(OH)−4 /HCO−
3 dans l’eau de mer (b) et de

la concentration en CO2−
3 dans l’eau de mer (c). Les valeurs des HCO−

3 et CO2−
3 ont été calculées

avec le logiciel CO2sys (Lewis et al. (1998)) à partir des valeurs de TA et du pH. Les graphiques de

droite présentent les mêmes paramètres pour la souche RCC-P4 (respectivement d,e et f). Les va-

leurs mesurées à pH 8.6, pour les deux souches sont extrêmement élevées par rapport aux valeurs

mesurées aux deux autres pH. Ce résultat suggère une incorporation importante de B sans doute

associée à l’augmentation des ions borates à ces valeurs élevées de pH.

4.3 Discussion

Selon Hemming et Hanson (1992) les ions borates seraient préférentiellement incorporés dans

la calcite. La calcification chez les foraminifères et les coraux se fait par le processus d’endocytose
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Figure 4.4 – Rapport de B/Ca pour les souches RCC-P41 (gauche) et RCC-P4 (droite) - Représentation en

fonction du pH (a et d), en fonction de [B(OH)−4 /HCO−
3 ] (b et c) et en fonction de [CO2−

3 ] (c et f)
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du DIC et du Ca2+ (de Nooijer et al. 2009). Dans le cas des coccolithophoridés, le processus est plus

complexe. Il fait intervenir des mécanismes intracellulaires (Mackinder et al. 2010). L’utilisation

du DIC et du Ca2+ du milieu extracellulaire dans la CV est difficile à appréhender. Des études

génomiques ont permis d’émettre des hypothèses sur les mécanismes mis en oeuvre dans la cellule

lors de la formation des coccolithes dans la CV (Mackinder et al. 2010). Les ions Ca2+ ainsi que le

DIC sous la forme de HCO−
3 entreraient dans la cellule par diffusion (figure 4.5). La dissociation

de HCO−
3 dans la cellule libère les ions carbonates en produisant des protons H+. Les protons

libérés au cours de la précipitation réagiraient avec les ions bicarbonates pour former du CO2

intracellulaire. :

Ca2+ + HCO−
3 ⌦ CaCO3 + H+ (4.12)

HCO−
3 + H+

⌦ CO2 + H2O (4.13)

La dissociation de l’acide borique dans la vésicule libère également des protons. Des valeurs de

très faibles pH (6.3- 7.6) ont été mesurées à la sonde fluorescente dans le cytosol d’une souche de

C. braarudii, pour un pH extérieur de l’eau de mer de 8.3 (Anning et al. 1996). Afin de maintenir un

environnement favorable à la précipitation de la calcite dans la vésicule, les ions H+ doivent être

extraits du lieu de production de la calcite (figure 4.5). Mackinder et al. (2010) a montré dans une

étude récente que le pH de la vésicule est régulée afin de permettre la précipitation des carbonates.

Les processus que nous venons de décrire ne sont encore qu’hypothétiques et les connaissances

sur le mode de transport du DIC, du Ca2+ et du bore sont encore insuffisantes.

4.3.1 Incorporation de l’acide borique dans la cellule

Le modèle proposé par Stoll et al. (2012) : pour expliquer l’incorporation du bore dans la

calcite chez les coccolithophorides s’appuie essentiellement sur des mesures du rapport de B/Ca

réalisées sur plusieurs espèces. Selon ces auteurs, les ions HCO−
3 sont transportés dans la cellule

par diffusion. Les ions HCO−
3 réagissent avec les ions Ca2+en précipitant la calcite dans la CV

lors de la formation des coccolithes. Toujours selon Stoll et al. (2012) : c’est l’acide borique qui

serait transporté vers l’intérieur de la cellule et non les ions borates. L’acide borique se dissocierait

ensuite dans la cellule pour donner les ions borates qui seraient ensuite intégrés dans la calcite en

se substituant aux ions carbonates (Hemming et Hanson 1992). La concentration en acide borique

serait identique dans la CV et dans le cytosol et donc à l’eau de mer. C’est le pH à l’intérieur de la

CV qui déterminerait la composition isotopique des ions borates et donc celle de la calcite lors de

la formation des coccolithes. Aux faibles valeurs de pH mesurées dans le cytosol (cytosol ou CV),

l’acide borique serait présent dans des proportions comprises entre 93% à 97%. La pénétration de

l’acide borique dans la CV se ferait aussi par diffusion. A l’intérieur de la vésicule la spéciation

du bore se ferait selon les conditions de pH. Du fait des valeurs faibles du coefficient de partage
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Figure 4.5 – Modèles des incorporations du carbone inorganique/calcium et du bore dans la cellule et la

vésicule interne. Basée sur l’intégration des ions par diffusion et sur la potentielle recoordination de l’acide

borique en ions borate.
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de bore dans la calcite, la quantité de bore soustraite lors de la précipitation est infime vis-à-vis

du contenu en bore de la vésicule. On peut donc faire l’hypothèse d’un transport à l’équilibre. Le

pH de la CV déterminerait donc les quantités de borates et leur composition isotopique. La CV

régulerait le pH et notamment vers des pH élevés pour limiter le transport de DIC et de Ca2+. La

CV maintiendrait des valeurs faibles de pH, comme celles mesurées à la sonde en phase de non

calcification pour ne pas être en compétition avec la photosynthèse quant à la demande de CO2.

Les variations de pH de l’eau de mer influeraient cependant sur la régulation notamment dans

l’expulsion des protons, comme par exemple en réduisant le gradient de pH extérieur/intérieur de

la cellule dans le cas de l’OA. Le mécanisme d’incorporation de la calcite se ferait selon la réaction

d’échange suivante :

CaCO3 + B(OH)−4 ⌦ Ca(HBO3) + HCO−
3 + H2O (4.14)

Cette réaction dépendrait du rapport des concentrations ions borates/ions bicarbonates. Dans le

cas de notre étude, on peut à partir des valeurs de δ11B calculer la valeur de pH qui serait, selon ce

modèle d’incorporation, celle de la CV. Le pH (interne) calculé à partir de δ11Bcalcite est de 7.88 ±

0.29 pour un pH du milieu de culture de 8.1, ce qui est relativement proche de la valeur attendue

du pH de l’eau de mer. La plage de variation mesurée du pH interne pour la souche C. braarudii

est de 6.3 et 7.6. L’écart pour la souche RCC-P41 est donc moins élevé que celui mesuré par Anning

et al. (1996). Les processus de régulation du pH interne varient vraisemblablement d’une espèce

à l’autre. La souche RCC-P41 a la particularité d’être fortement calcifiante et a potentiellement

la capacité à s’adapter aux variations de pH du fait de son origine de l’upwelling péruvien, ce

qui peut expliquer les différences observées. Dans un contexte d’acidification, les concentrations

en ions bicarbonates et d’acide borique seraient plus élevées dans l’eau de mer. La concentration

en bore intégrée dans la cellule devrait alors augmenter (voir les figures 2.2 section 2 et 4.1a

section 4 du chapitre 1) et le rapport B/Ca augmenter avec le diminution du pH de l’eau de mer.

Or les tendances que nous observons sont contraires. Les deux souches étudiées montrent des

valeurs de B/Ca plus faibles à pH faible (table 4.1). La diminution de l’incorporation de bore

pourrait traduire une diminution de la calcification peut être du fait de la difficulté de la vésicule

à équilibrer le pH interne ou tout simplement une concentration plus faible des ions borates à

plus faible pH. Les concentrations extracellulaires, dans l’eau de mer, de HCO−
3 et du B(OH)−4 ne

sont pas équivalentes, elles sont respectivement 2.38.10−3 mol.L−1 et 4,33 ppm (voir chapitre 2).

On peut donc supposer que la dissociation des ions bicarbonates contrôle la valeur du pH dans la

vésicule.

4.3.2 Comparaison au δ11B d’hétérotrophes

Plusieurs études ont montré que la composition isotopique de la calcite biogénique ne reflète

pas le pH de l’eau de mer mais le pH interne de la cellule ou celui du micro-environnement
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créé au cours de la biocalcification (Hemming et Hanson 1992, Vengosh et al. 1991). Dans notre

cas, les valeurs légèrement appauvries de δ11Bcalcite par rapport à celles attendues de l’équilibre

avec l’eau de mer et de l’incorporation des borates uniquement peut être rapprochées de celles

mesurées dans G. bulloides (foraminifère phytoplanctonique) (Martínez-Botí et al. 2015). C’est une

espèce non-symbionte qui révèle de faibles teneurs de δ11Bcalcite. Dans ce cas, la calcification fait

intervenir la zone appelée Diffusive Boundary Layer (DBL) à faible turbulence où les éléments

sont transportés par diffusion. Dans le cas de G. bulloides, il est possible que la respiration par

la production de CO2 contribue à l’acidification de l’environnement immédiat du foraminifère et

explique les valeurs plus légères de δ11Bcalcite. Dans le cas des souches d’E. huxleyi RCC-P41 et

RCC-P4, les valeurs isotopiques (figure 4.3b) révèlent, à la différence des foraminifères, un écart

constant par rapport aux valeurs théoriques. On peut aussi faire l’hypothèse d’une calcification

plutôt en phase nocturne ou la respiration domine dans le cas des cocolithophorides :

CH2O + O2 ⌦ CO2 + H2O (4.15)

Cependant, nous ne disposons pas de données pour étayer cette hypothèse.

4.3.3 B/Ca dans la calcite

Grâce à l’utilisation du logiciel CO2sys (Lewis et al. 1998), nous pouvons calculer l’état de

saturation de la CV du milieu.

Dans tous les cas, Ω reste supérieur à 1 garantissant une calcification aux 3 valeurs de pH. Ce-

pendant, les valeurs de B/Ca mesurées dans la calcite (figures 4.4 a,b,c et d) sont particulièrement

élevées à pH 8.6, tout comme celles du rapport [B(OH)−4 /HCO−
3 ] et celles des ions carbonates.

A partir des valeurs de B/Ca mesurées dans la calcite des coccolithes et faisant l’hypothèse

que le δ11Bcalcite reflète le pH de la CV en utilisant l’équation suivante

KD =
[B/Ca]calcite

[B(OH)−4 /HCO−
3 ]aq

(4.16)

Nous pouvons calculer la concentration de B(OH)−4 au sein de la CV. Nous avons ensuite utilisé

un coefficient de partition, KD de 0.0005 Stoll et al. (2012) pour calculer la concentration en ions

bicarbonates, forme majoritaires du DIC dans cette gamme de pH. Le tableau 4.2 fournit les va-

leurs moyennes de l’ensemble de ces paramètres. Les concentrations calculées de HCO−
3 sont plus

élevées que dans le milieu de culture initial.

L’examen de nos données suggère une régulation possible du pH en réponse aux changements

du pH de l’eau des cultures. Compte tenu des valeurs de δ11Bcalcite et de celles du DIC à pH 8.6,

les rapports élevés de B/Ca s’expliquent donc par un ajustement du pH de la vésicule.
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Table 4.2 – Composition hypothétique de la vésicule interne - Lieu de formation des coccolithes

pH B/Ca δ11B pH [B(OH)−4 ] [HCO−
3 ] [HCO−

3 ]

µmol/mol %o µmol/kg µmol/kg µmol/kg

dans la calcite de δ11B dans l’eau de mer du KD du milieu de culture

P41 8.62 815.00 21.04 8.30 273.67 136 1487

0.04 33.94 3.78 0.28 32.08

8.13 16.12 16.34 7.88 233.88 1887 1649

0.04 5.98 2.17 0.29 18.41

7.61 11.03 8.76 7.63 169.65 1971 1961

0.02 2.73 0.89 0.11 7.53

P4 8.60 18.03 18.19 8.01 198.50 5620 1487

0.03 5.31 2.36 0.32 166.99

8.23 1.08 3.74 8.01 127.08 46751 1649

0.15 0.32 2.87 0.10 24.36

4.4 Corrélation entre les paramètres biologiques et biogéochi-

miques

À partir des résultats présentés en partie 4.2 pour les souches calcifiantes (RCC-P41) et modé-

rément calcifiante (RCC-P4), des corrélations peuvent être établies entre les paramètres biologiques

et biogéochimiques. Cependant seules les données de la souche RCC-P41 peuvent être comparées.

À partir du modèle défini par Stoll et al. (2012), il est proposé que les ions calcium et bicarbonate

sont incorporés dans la cellule par processus de diffusion. Comme détaillé dans la partie 4.3.1, ces

ions seraient incorporés dans la CV via l’appareil de Golgi. Dans la CV se déroule alors le proces-

sus de calcification. Cela reprend aussi le modèle décrit par Mackinder et al. (2010). Par ailleurs,

le modèle défini par Stoll et al. (2012) considère que seul l’acide borique contenu dans l’eau de

mer entrerait à l’intérieur de la cellule et de la CV. Cela implique que les concentrations en acide

borique à l’extérieur (donc dans l’eau de mer) et à l’intérieur de la cellule sont égales. Tandis que

les ions borates seraient, quant à eux bloqués, à chaque passage de membrane (plasmique et CV).

La présence d’ions borates dans la cellule existe uniquement par la réaction d’équilibre chimique

B(OH)3/B(OH)−4 . Nous pouvons donc supposer que la concentration en ions borates dans la

cellule et donc dans la CV est différente de la concentration dans l’eau de mer.

En considérant l’équation (4.11), il est possible de calculer le pH qui pourrait être enregistré

lors du processus de calcification à partir de la composition isotopique du bore mesuré dans la

calcite des coccolithes.
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Figure 4.6 – Calcul de la valeur du pH à partir de la mesure de la composition isotopique du bore (rond

vert) comparé aux valeurs de pH mesurées dans l’eau de mer (losange rouge) pour la souche RCC-P41.

La figure 4.6 montre les valeurs calculées de pH (ronds verts) et celles mesurées dans l’eau de

mer (losanges rouges). Ces valeurs sont relativement proches si l’on considère la barre d’erreur

des mesures. Cela indique que le pH calculé dans la vésicule, pour la souche calcifiante RCC-

P41, évolue de manière parallèle au pH externe (pH de l’eau de mer). Aussi, en considérant la

figure 4.3b, les valeurs δ11Bcalcite mesurées dans la calcite des coccolithes sont proches des valeurs

théoriques des ions borates. Cela peut donc s’expliquer par le fait que le pH de la CV est proche

de celui du pH de l’eau de mer.

En reprenant le modèle de Stoll et al. (2012), si la forme de l’acide borique est uniquement

intégrée dans la cellule, les valeurs de compositions isotopiques dans les coccolithes devraient être

plus élevées. Cependant les valeurs mesurées sont proches, voir inférieurs, aux valeurs des ions

borates. Alors le modèle d’incorporation de Stoll et al. (2012) de l’acide borique ne peut alors pas

expliquer les résultats obtenus pour la souche RCC-P41, souche calcifiante. Cela signifie alors que

la réaction de substitution des carbonates par les ions borates se réalise dans la CV à un pH proche

de celui de l’eau de mer. Il semblerait donc que la cellule ne réalise pas d’ajustement du pH.

Une seconde hypothèse pourrait être possible. La réaction d’incorporation du bore, par un

mécanisme de substitution, pourrait se dérouler à l’extérieur de la cellule, c’est à dire une fois que

le coccolithe est formé et qu’il est expulsé de la cellule pour former la coccosphère. L’ensemble de

l’étude ne nous permet cependant pas d’avoir suffisamment d’éléments pour étayer cette seconde

hypothèse
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Corrélation avec le pH

L’ensemble des données acquises sur la souche RCC-P41 fournissent un ensemble cohérent

lorsque les valeurs de pH de l’eau diminuent. Nous avons mis en évidence une relation linéaire

entre le δ11B et le pH. Cette relation semble se traduire par des changements morphologiques

et une réponse que l’on retrouve dans la production de PIC et POC. Au contraire, la souche

issue des eaux de l’océan ouvert semble répondre aux changements de pH, sans que l’on puisse

dégager une tendance tant du point de vue de la production de PIC ou POC, que des paramètres

biogéochimiques ou morphologiques. De ce constat nous concluons que cette souche de E. huxleyi

ne semble pas répondre de manière linéaire aux perturbations induites, tout au moins dans les

conditions d’acclimatation que nous avons mises en oeuvre.





V
Réponses physiologiques d’E. huxleyi aux

variations de pH
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5.1 Introduction

Les études pionnières de Riebesell et Zondervan (2000), ont montré que les coccolithophoridés

diminuent leur taux de calcification quand le pH diminue. Elles ont de plus révélé une malforma-

tion des coccolithes et des coccosphères. D’autres études plus récentes (Langer et al. 2009, De Bodt

et al. 2010) ont montré que la réponse de ces organismes aux changements de pH variait selon le

type de coccolithophoridés et de souches au sein d’une même espèce.

Le but de ce chapitre est de discuter l’évolution des paramètres physiologiques aux différentes

conditions de pH choisies. Ce chapitre comporte 5 parties : la première est consacrée au suivi de

l’acclimatation et de la croissance des deux souches d’E. huxleyi, RCC-P41 et RCC-P4. La seconde

présente les données relatives au système des carbonates en particulier le pH et l’alcalinité to-

tale. La troisième partie décrit les quotas de carbone particulaire dans les différentes conditions de

cultures. Dans la quatrième partie, nous discutons des altérations morphologiques de la cellule et

nous terminons par une synthèse de l’ensemble des résultats.

5.2 Présentation des résultats obtenus

Le comptage des cellules au cours des cultures a été réalisé quotidiennement au cytomètre

en flux GUAVA (voir figure 2.8 du chapitre 2). Ces comptages ont permis de réaliser un suivi

du taux de croissance des cultures au cours de l’expérience (figure 5.1). En moyenne, la durée de

l’expérience était de 4 à 8 jours suivant les conditions de pH . Chaque jour, et pour chaque pH, un

volume de 3 x 200 µL a été prélevé dans les cultures. Des mesures en cytométrie de flux ont été

réalisées 3 fois sur un même volume de 200 µL et pour chaque valeur de pH.

5.2.1 Les taux de croissance

Le taux de croissance (µ) a été calculé aux trois valeurs de pH et pour les deux souches. Le

tableau 5.1 donne la moyenne et l’écart type de µ pour chaque triplicat des souches étudiées.

La figure 5.2b représente les valeurs de µ moyen à chaque pH et chacune des souches. Comme

les conditions de température, salinité, lumière, cycle jour/nuit et nutriments étaient identiques

hormis le pH, les deux jeux de données peuvent être comparés.

La souche d’E. huxleyi, RCC–P41, a son taux de croissance (µ) qui augmente en réponse à la

diminution du pH. La souche RCC–P4 montre une augmentation entre les pH 8.6 et 8.1 puis une

légère diminution entre les pH de 8.1 et 7.6 (figure 5.1 and table 5.2).

5.2.2 Chimie des carbonates dans les expériences de cultures d’E. hux

Dans le cadre de notre étude conduite en batchs dilués, l’ajustement du pH est réalisé par

l’ajout d’un volume d’acide ou de base à 1M. Les valeurs de DIC sont fixées. L’alcalinité totale est
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Figure 5.1 – Courbes montrant l’évolution de la densité cellulaire en cellules/mL en fonction du temps pour

les trois valeurs de pH et les deux souches étudiées RCC-P41 (en haut) et RCC-P4 (en bas).
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Table 5.1 – Données pour les deux souches d’E. huxleyi étudiées, RCC-P41 et RCC-P4. Valeurs moyennes

des paramètres du système des carbonates, quotas taux de production de POC et de PIC, et paramètres

morphologies des cellules pour chaque condition pH appliqué.

P41 P4

a b c a’ b’ c’

Chime des carbonates

pH total 7.61 8.13 8.62 7.51 8.23 8.60

Salinité psu 32 32 32 32 32 32

TA [µmol/kg] 2122 2121 2796 1636 2090 2786

DIC [µmol/kg] 2060 1846 2039 1600 1764 2080

∆DIC 3% 8% 1% 5% 14% 8%

CO2 [µatm] 1130 314 87 1131 214 93

HCO−
3 [µmol/kg] 1957 1649 1487 1520 1539 1567

CO2−
3 [µmol/kg] 64 188 550 42 218 510

Ωcalcite 2 5 13 1 5 12

Quota et taux

µ j−1 1.24 1.12 0.84 0.91 1.05 0.34

PIC pg PIC/cell 13.08 10.54 4.79 8.19 13.18 7.97

SD 0.11 1.05 1.42 0.44 2.10 0.12

POC pg POC/cell 11.43 9.08 7.00 11.36 14.06 8.41

SD 0.18 0.51 0.42 1.30 1.28 0.23

τPIC pg PIC/cell/j 15.80 11.82 4.10 7.65 13.41 2.72

SD 0.13 1.22 1.15 3.41 5.31 0.04

τPOC pg POC/cell/j 13.94 10.23 5.84 10.53 14.70 2.86

SD 0.24 0.63 0.34 5.58 2.50 0.08

PIC/POC 1.15 1.17 0.72 0.73 0.94 0.95

SD 0.02 0.07 0.23 0.05 0.16 0.04

Morphologie

Sphère µm 6.32 5.68 5.52 2.66 4.52 2.28

SD 0.89 1.08 0.70 0.30 0.46 0.43

n 223 331 335 379 272 288

Coccolithes µm 1.22 1.64 2.37 1.40 2.43 1.35

SD 0.13 0.36 0.36 0.16 0.27 0.14

n 207 313 307 300 200 207
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Figure 5.2 – Taux de croissance des expériences contrôles en batchs dilués pour les souches RCC–P41 et

RCC–P4
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le seul paramètre qui varie aux trois conditions de pH (voir figure 5.3). L’ajustement du pH est

réalisé bouteille par bouteille. Les bouteilles sont rincées 3 trois à l’eau de mer d’Argenton avant

l’ajustement, la valeur du DIC est de 1791 µmol/kg pour la souche RCC-P41 et de 1822 µmol/kg

pour la souche RCC-P4. On observe une légère différence de la valeur du DIC de l’ordre de 3 à

10%, après ajustement du pH. Afin de pas modifier les conditions chimiques dans la bouteille,

comme détaillé par Shi et al. (2009), les bouteilles de 13.3L sont totalement remplies. L’alcalinité

est mesurée en tout début d’expérience (i.e. avant inoculation) et à nouveau en fin de l’expérience.

La valeur du DIC ne doit s’écarter de plus 10% de la valeur initiale. Elles sont comprises entre

1% et 16% pour la souche RCC-P41 et entre 4% et 10% pour la souche RCC-P4 (Figure 5.3) Nous

avons calculé l’état de saturation en calcium, ΩCa = [Ca2+][CO2−
3 ]/Ksp, qui est un paramètre

important car il indique la capacité des organismes calcifiants à produire leur coquille carbonatée.

L’état de saturation ΩCa diminue avec le pH du milieu. A noter que cet indice est supérieur

à 1 pour chaque condition de pH de culture, y compris aux plus faibles valeurs de pH. Cela

indique donc que les coccolithophoridés sont en mesure de produire de la calcite au cours de

l’expérience. Les tableaux 5.2 et 5.3 regroupent l’ensemble des valeurs des paramètres du système

des carbonates pour chaque valeur de pH auxquelles les souches RCC-P41 et RCC-P4 ont été

soumises, en début et fin d’expérience. Le calcul ∆DIC (DIC en fin d’expérience – DIC en début

d’expérience) et ∆pCO2 (CO2 en fin d’expérience – CO2 en début d’expérience) permet d’observer

les changements qui sont intervenus durant l’expérience. On observe en règle générale qu’au cours

de l’expérience le pH des cultures a légèrement augmenté, de même que le Ω alors que les valeurs

en DIC et pCO2 ont diminués. Les souches de coccolithophoridés inoculées dans les bouteilles

réalisent deux activités métaboliques : la photosynthèse et la calcification. Lors de ces activités, le

carbone inorganique est consommé ce qui engendre une diminution du DIC dans le milieu. Dans

le cas de la photosynthèse, le CO2 est consommé ce qui tend à augmenter le pH du milieu. À

l’inverse, le processus de calcification produit du CO2 dans le milieu ce qui a pour effet de faire

diminuer le pH. La variation du pH observée reflète donc le bilan de la production de POC et PIC,

donc du rapport PIC/POC.

La lecture du tableau 5.3 nous permet de conclure que les variations de DIC ont été faibles dans

la majorité des cas. On note cependant quelques cas particuliers, celui d’une faible production de

DIC par la souche RCC-P4 à pH 7.6 (4%), une consommation de 16% de DIC par la souche RCC-

P41 à pH 7.6 et de 10% par la souche RCC-P4 à pH 8.6. Pour tous les autres cas, les valeurs

demeurent inférieures à 5%.

5.2.3 Morphologie des cellules

La mesure du diamètre des cellules et de la longueur des coccolithes permet d’évaluer les

comportements des deux espèces vis-à-vis des changements de pH et de les conforter aux données

géochimiques. Un nombre important de mesures de ces caractéristiques morphologiques des deux
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Figure 5.3 – Calcul du DIC à partir du logiciel CO2sys avant et après expérience pour les souches RCC-P41

et RCC-P4. Calcul du ∆DIC en pourcentage pour les deux souches

Table 5.2 – Résultats des mesures de DIC après ajustement du pH des cultures et état de saturation en

calcium pour les milieux de cultures avant expérience. Les valeurs initiales de DIC étaient de 1791 µmol/kg

pour la souche RCC-P41 et de 1822 µmol/kg pour la souche RCC-P4.

Strain pH pCO2 DIC ΩCa

total µatm µmol/kgSΩ

P41 8.61 87 2039 13.41

8.10 313 1846 4.57

7.61 1130 2060 1.56

P4 8.60 90 2049 13.03

8.23 209 1733 5.77

7.51 1143 1592 1.11
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Table 5.3 – Valeurs de DIC et ΩCa pour les milieux de cultures après expériences – ∆pCO2 et ∆DIC

correspondent aux consommations au cours de l’expérience.

Strain pH pCO2 ∆pCO2 DIC ∆DIC ΩCa in

total µatm % µmol/kgSW %

P41 8.60 90 +3% 2018 -1% 11.92

8.18 266 -15% 1920 +4% 4.86

7.66 824 -27% 1723 -16% 1.44

P4 8.71 60 -34% 1848 -10% 13.97

8.30 166 -21% 1625 -6% 5.92

7.79 614 -46% 1664 +4% 2.13

souches a été réalisé (n = 100 par bouteille) soit environ 300 mesures pour chaque valeur de pH

pour quantifier leur évolution. La troisième partie du tableau 5.1 donne les valeurs moyennes et

écart-types du diamètre et de longueur des coccolithes pour chaque valeur de pH. Comme détaillé

dans le chapitre 2 – partie 2.9, les mesures ont été réalisées par observation des filtres au MEB, les

coccosphères et des coccolithes ont été mesurés et ces informations traitées par le logiciel ImageJ.

5.2.3.1 Le diamètre des coccosphères

La mesure du diamètre des coccosphères n’est qu’approximative. En effet, au cours de la

filtration les cellules de coccolithophoridés peuvent avoir perdu une partie de leurs coccolithes, en

particulier celles de grande taille ce qui a pour effet de réduire la taille réelle des coccosphères. De

plus, certaines coccosphères peuvent être constituées de plusieurs couches de coccolithes, ce qui

devrait être confirmé par les mesures d’épaisseur de la calcite en cours d’acquisition (CEREGE, L.

Beaufort). Cela a pour conséquence une forme de la coccosphère qui n’est pas totalement sphérique

et induit de ce fait un biais sur la mesure de son diamètre. Ces données nous donneront cependant

une idée des tendances quant aux modifications morphologiques induites par les changements

de pH. L’observation des filtres aux différents pH révèlent un certain nombre d’altérations dans

l’aspect des cellules. Dans le cas de la souche RCC-P41, la taille de la coccosphère augmente de

5.52 ± 0.70 µm à 6.32 ± 0.89 µm lorsque le pH diminue. Cependant quelque soit la valeur du pH,

les coccosphères conservent leur aspect sphérique.

La taille des cellules de la souche RCC-P4 est plus importante à pH 8.1. Celle mesurée aux

deux autres pH sont plus faible et du même ordre de grandeur (Figure 5.4). Ces mêmes tendances

sont observées pour la taille des coccolithes. L’aspect des cellules montre des coccosphères rondes

bien formées à pH 8.6. A pH 8.1, les coccosphères semblent être composées de plus de coccolithes

mais gardent cependant leur aspect sphérique. Au pH le plus acide de 7.6, les coccosphères ne
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Figure 5.4 – Mesures de la taille (en µm) des coccosphères et des coccolithes par le logiciel ImageJ pour les

deux souches étudiées RCC-P41 et RCC-P4.

sont plus sphériques, il y a en apparence moins de couches de coccolithes, un résultat qui devra

être confirmé par les mesures d’épaisseur de la calcite.

La figure 5.5 montre les photographies au MEB de l’aspect général des coccosphères aux dif-

férents pH pour les deux souches.

5.2.3.2 La taille des coccolithes : DSL

Déterminer la taille des coccolithes revient à mesurer la longueur distale des coccolithes (Distal

Shield Length : DSL). Elle représente la plus grande longueur du coccolithe (cf figure 2.7 du

chapitre 2).

La souche RCC-P41 voit la taille de ses coccolithes diminuer de 2.37 µm à 1.22 µm, lorsque le

pH diminue. Aux pH plus basiques, les coccolithes sont bien formées et sphériques. On distingue

bien la zone centrale du coccolithe qui est dentellée. Au pH le plus acide, les coccolithes sont mal

formées et la zone centrale est indifférentiable du contour. On observe une accumulation de calcite

sur cette zone (figure 5.5).

La souche RCC-P4 révèle les mêmes tendances pour les coccosphères et la taille des coccolithes.

A pH 8.1, la cellule forme des coccolithes plus grandes (2.43 µm) qu’aux pH 8.6 et 7.6 (resp. 1.35

µm et 1.40 µm) (Figure 5.4b). Au pH de 8.6, les coccolithes sont complètes mais le contour semble

moins épais qu’à pH 8.1. Au pH le plus acide, les coccolithes épaississent et la zone centrale semble

être plus creusée (figure 5.5).
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L’ensemble des observations fournies par le MEB aux différentes conditions de pH confirme

que les deux souches continuent à calcifier comme l’indique les valeurs de Ω calculé dans le

système des carbonates. Cependant on distingue une différence dans la taille des coccolithes et

des coccosphères. La souche RCC-P4 semble mieux adaptée au pH 8.1. Comme indiqué précé-

demment la souche RCC-P41 est une souche plus calcifiante comme l’indique les observations

morphologiques. Il est possible que du fait de son origine dans l’upwelling, la souche soit capable

de s’adapter à des variations de pH, et à pH plus acides. Ces conclusions sont dans ce qui suit

confrontées aux analyses de carbone particulaire.

5.2.4 Carbone Particulaire

Les mesures de POC sont détaillées dans le chapitre 2 – partie 2.6. Les mesures de TPC et de

POC ont été utilisées pour calculer le PIC :

TPC = POC + PIC (5.17)

Les résultats obtenus pour les souches RCC-P41 et RCC-P4 dans les 3 conditions de pH sont

présentées dans la seconde partie du tableau 5.1.

Valeurs de POC et PIC

Les figures 5.6a et c présentent les valeurs de POC et PIC pour chaque souche aux différents

pH. Pour la souche RCC-P41, on observe une augmentation des valeurs de POC de 7.00 ± 0.42

pg.cell−1 à 11.43 ± 0.18 pg.cell−1 et des valeurs de PIC 4.79 ± 1.42 pg.cell−1 à 13.08 ± 0.11 pg.cell−1

lorsque le pH diminue.

Les valeurs de POC et PIC pour la souche RCC-P4 suivent les mêmes tendances que les para-

mètres morphologiques précédemment décrits avec une augmentation entre les pH 8.6 et 8.1 (8.41

± 0.23 pg.cell−1 à 14.06 ± 1.28 pg.cell−1 et 7.97 ± 0.12 pg.cell−1 à 13.18 ± 2.10 pg.cell−1) et une

diminution entre les pH 8.1 et 7.6. Les valeurs de POC et PIC décroissent respectivement à 11.36

± 1.30 pg.cell−1 et 8.19 ± 0.44 pg.cell−1.

Production de calcification et de photosynthèse

À partir du taux de croissance, µ, obtenu à chaque valeur de pH et pour les deux souches, les

productions en POC et PIC peuvent être calculées grâce aux aux équations suivantes :

PPOC = µxPOC (5.18)

PPIC = µxPIC (5.19)
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Figure 5.6 – Valeurs de PIC, POC, taux de production du PIC et du POC pour les souches RCC-P41 et

RCC-P4.
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Les productions en PIC et POC sont exprimées en pg POC/cell/jour. Les figures 5.6 b et d

montrent les valeurs calculées à chaque pH pour la souche RCC-P41 (b) et la souche RCC-P4

(d). Les mêmes tendances sont observées pour les quotas de POC et PIC. On note donc une aug-

mentation avec la diminution du pH pour la souche RCC-P41 et des valeurs les plus élevées à pH

8.1 pour la souche RCC-P4.

Ces variations soulignent donc une réponse différente des deux souches sur la gamme de pH

considérée avec cependant des tendances identiques de la production de POC et PIC.

Rapport de matière particulaire : PIC/POC

À partir des mesures calculées du POC et PIC en pg.cell−1, le rapport PIC/POC, appelé rain

ratio en anglais, permet d’évaluer le mode d’assimilation du CO2 et sa transformation en matière

particulaire tout en s’affranchissant du nombre de cellule et du taux de croissance. Ces valeurs

sont représentées par la figure 5.7 et fournies dans le tableau 5.1.

Pour la souche RCC-P41, le rain ratio augmente au fur à mesure de l’acidification des eaux de

croissance des algues (de 0.72 ± 0.23 à 1.15 ± 0.02). A l’inverse, il diminue pour la souche RCC-P4

(de 0.95 ± 0.04 à 0.73 ± 0.05).

5.3 Discussion

5.3.1 Réponse des souches de E. huxleyi lors de la variation du pH

Les souches RCC-P41 et RCC-P4 montrent des comportements métaboliques et une évolution

de leurs caractéristiques morphologiques différentes en fonction des variations de pH traduisant

des réponses et une adaptation différente des deux espèces, ceci dans des conditions de lumières,

de température et de nutriments identiques. Meyer et Riebesell (2015) et Shi et al. (2009) ont montré

que la méthode utilisée pour simuler les variations de pH (ajout d’acide/base ou bullage de CO2)

n’influe pas sur la réponse des coccolithophoridés et n’introduit par conséquent pas de biais.

5.3.2 Réponses spécifiques des souches RCC-P41 et RCC-P4

Les souches étudiées sont toutes deux originaires de l’océan Pacifique sud. Elles ont fait l’ob-

jet d’une étude préalable (J. Sutton) afin d’en déterminer les morphotypes. La souche hyper-

calcifiante, RCC-P41, a été prélevée dans l’upwelling péruvien tandis que la souche modérément

calcifiante est issue de la zone plus au large, hors de l’influence directe de l’upwelling. Ces deux

souches sont de morphotype A. La souche RCC-P4 est qualifiée de morphotype A-OC (Open Cen-

tral area) la souche RCC-P41 est de morphotype A-CC (Closed Central area) selon la classification

de Westbroek et al. (1989), Young et al. (2003). L’étude de souches mono-clonale permet d’obtenir

l’ensemble des informations physiologiques relative à l’espèce afin d’analyser ses réponses lorsque
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Figure 5.7 – Rain ratio, PIC/POC de chaque souche en fonction des différentes conditions de pH étudiées.
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l’on applique un changement du pH au milieu de culture. Dans la zone de l’upwelling peruvien,

le pH est compris entre 7.7 et 7.8 alors que dans les eaux hors upwelling, le pH il varie entre

8.3 et 8.5 (Simpson et Zirino 1980). Le biotope d’origine de ces souches induit probablement une

adaptation distincte des deux souches et morphotypes que nous allons analyser.

5.3.3 Impact de la variation du pH

Contrairement à ce que l’on a pu observer dans certains cas (Langer et al. 2009, Bodt et al.

2010, ?, von Dassow et al. 2017) le taux de croissance des deux souches étudiées montrent ici en

règle générale des valeurs qui augmentent lorsque le pH diminue. Les études menées par ? et von

Dassow et al. (2017) sur des souches soit plutôt calcifiantes (respectivement NZEH et CHC342)

soit moins calcifiantes (CHC428 et CHC440) de E. huxleyi peuvent être comparées à nos résultats

pour les espèces RCC-P41 (calcifiante) et RCC-P4 (moyennement calcifiante, table ??). Dans le cas

de souches calcifiantes, les comportements décrits par les études antérieures sont identiques à

ceux observés pour la souche RCC-P41 dans cette étude. Les valeurs de PIC et POC et les taux de

production de carbone inorganique et organique augmentent lorsque le pH diminue et se situent

dans le même ordre de grandeur que nos données. Ces observations sont aussi associées à une

augmentation aussi de la taille des coccolithes lors d’une diminution du pH du milieu de culture.

Dans le cas de souches modérément calcifiantes, le comportement de la RCC-P4 est clairement

différente de ce que décrit von Dassow et al. (2017). En effet, ces auteurs indiquent des valeurs de

POC généralement croissante contrastant avec une légère diminution du PIC.

Cette réponse pourrait refléter une réponse plus lente des espèces peu calcifiantes vivant dans

des eaux peu soumises à des variations de pH et donc peut être moins capable d’adapter leur

calcification ou tout au moins de manière immédiate. Dans ce cas le nombre de génération atteint

lors de la phase d’acclimatation pourrait influer sur les résultats obtenus. Au contraire les souches

hyper-calcifiantes se développant au coeur de l’upwelling s’adapterait plus rapidement aux va-

riations de pH en augmentant leur taux de calcification, leur taille et le nombre de coccolithes

produits. De ce fait, le nombre de générations nécessaire pour atteindre la phase d’acclimatation

ne serait pas aussi important que pour les souches peu ou moyennement calcifiantes.

Les mesures de DSL réalisées sur les coccolithes des souches étudiées dans cette thèse sont

différentes des mesures fournies dans la littérature. Dans un contexte d’acidification, la taille de

coccolithes augmente de plus ou moins 10%, or les mesurées réalisées sur la souche RCC-P41

mettent en évidence une diminution. La comparaison avec les autres souches montre clairement

que la souche RCC-P41 du fait de son origine dans l’upwelling péruvien présente des caractéris-

tiques physiologiques qui ne sont pas retrouvés dans les autres souches calcifiantes.
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Table 5.4 – Tableau de comparaison entre les souches étudiées dans cette thèse et les souches issues des

travaux de von Dassow et al. (2017) et Rouco et al. (2013)

Calcifying strains Moderately calcifying strains

RCC-P41 Rouco Von Dassow RCC-P4 Von Dassow

et al., 2013 et al., 2017 et al., 2017

Growth rate % & % &

τPIC % % % optimum at pH 8.1 &

τPOC % % % optimum at pH 8.1 %

PIC/POC % & & & &

Diameter % optimum at pH 8.1

DSL (Coccoliths) & % % optimum at pH 8.1 &

5.3.4 Les souches RCC-P41 et RCC-P4 dans le cycle du carbone

La souche RCC-P41 a été sélectionnée dans ce projet pour sa capacité à fortement calcifier.

Nous avons vu que son taux de croissance augmente avec la diminution du pH, avec une aug-

mentation du taux de production du POC que l’on peut assimiler au taux de photosynthèse. Le

taux de production du PIC, i.e taux de calcification, augmente lui aussi mais dans des proportions

moins importantes que le POC. Le rapport PIC/POC augmente donc avec l’abaissement du pH,

et se stabilise autour de 1 au pH le plus acide. Ces résultats tendent tous à indiquer que la souche

RCC-P41 répond à l’acidification par une augmentation de la calcification mais que le rapport

PIC/POC reste dans tous les cas inférieur à 1.

La souche RCC-P4 quant à elle, indique des valeurs du rapport PIC/POC proche de 1 sauf

au valeur de pH acide, ou il diminue et devient inférieur à 1 qui suggère un une tendance à

ralentissement de la calcification et peut être à terme à ne plus calcifier. La souche RCC-P4 semble

donc adaptée aux conditions actuelles de pH dans l’océan ouvert mais peu adaptable au moins

sur une dizaine de générations à des pH plus acides.

Contrairement à la souche d’upwelling, la souche RCC-P4 pourrait représenter un puits de

CO2.

5.4 Conclusion

L’étude des deux souches sélectionnées apporte des éléments de réponse sur le comportement

spécifique des coccolithophoridés dans le contexte de l’acidification des océans. Nous avions choisi

initialement deux souches distinctes du point de vue de la calcification, l’une hyper-calcifiante,

la seconde modérément calcifiante. Les résultats contrastés obtenus sont intéressants pour com-
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prendre l’impact à l’échelle globale de ces modification métaboliques sur le cycle du carbone dans

le futur, mais aussi pour comprendre les possibles adaptations et résilience de chaque souche. Ce

chapitre devrait faire l’objet d’une publication.
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Ce travail de thèse apporte des nouvelles données sur l’isotopie du bore et constitue une

contribution majeure à la compréhension de l’impact de l’acidification des océans sur les orga-

nismes calcifiants, dans le cas présent, les coccolithophoridés. Il fournit des éléments de réflexion

sur la réponse physiologique de ces microalgues aux variations du pH. L’élaboration d’un plan

d’expériences rigoureux (Chapitre 2) a permis d’établir des conditions de culture et d’analyses en

laboratoire permettant l’acquisition de mesures de δ11B fiables pour étudier les mécanismes de

bio-calcification des coccolithophoridés dans le contexte de l’acidification des océans (chapitre 5).

Cela a nécessite la mise au point d’un protocole de traitement des échantillons exempt de toutes

contaminations grâce à une maîtrise des blancs et des produits chimiques utilisés (Chapitre 3)

qui ont permis de déboucher à l’issue de ces trois années de thèse sur des mesures uniques de

δ11B dans la calcite des coccolithes. Les expérimentations menées en batchs dilués dans différentes

conditions de pH ont aboutis pour la première fois des valeurs de δ11B dans la calcite. Grâce à la

mesure en parallèle de paramètres physiologiques et morphologiques nous avons pu approfondir

la réflexion sur les mécanismes intracellulaires mise en oeuvre lors d’un stress pH.
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Des nouveaux traceurs biogéochimiques dans la

calcite des coccolithophoridés

Le premier objectif de cette thèse était d’établir un protocole d’analyse des isotopes du bore

dans la calcite des coccolithophorides et de vérifier l’existence d’une relation entre le δ11B et le

pH de l’eau de mer.

Les coccolithophoridés sont des organismes cosmopolites que l’on trouve dans les eaux de

surface de l’océan mondial. Ces microalgues calcaires sont largement utilisées pour les recons-

tructions paléocéanographiques, comme par exemple celles de la température passée de l’océan

de surface (SST) ou de la pCO2 à partir de l’utilisation des alcénones (UK’37) et de la composi-

tion isotopique en carbone de ces molécules organiques, photosynthétisées principalement par E.

huxleyi.

Le δ11B fait l’objet d’une recherche active qui vise à comprendre les mécanismes d’incorpo-

ration du bore dans la calcite en fonction du pH de l’eau de mer (Foster et Rae 2016). L’étude

des deux souches E. huxleyi et en particulier celle de la souche très calcifiante, RCC-P41, a mis en

évidence l’existence d’une relation entre δ11B de la calcite des coccolithes et le pH. Elle montre

aussi que l’appauvrissement observé entre les valeurs de δ11B et celles attendues par le modèle

d’incorporation des ions borates de l’eau de mer dans la calcite est d’une valeur constante quelque

soit la valeur du pH. Si cette hypothèse se confirme, le δ11B de la calcite des coccolithes pourrait

permettre de déduire les valeurs de pH de l’eau de mer. Les mesures réalisées dans cette thèse sont

les premières avec celles préliminaires et encore non publiées de Henehan (2015) (Figure 6.1). La

technique utilisée pour l’isolation du bore est quasiment identique à celle employée par Henehan

(2015) et détaillée dans le chapitre 3 - partie 3 (papier 1). Les mesures sont réalisées en MC-ICPMS.

Dans cette étude succincte, Henehan (2015) examine les effets de la limitation en nutriments

sur δ11B et révèle un contraste intéressant. Les mesures réalisées à 3 pH différents (carré rouge)

sont celles qui ont été obtenues à partir de cultures limitées en azote. Elles montrent que δ11B dans

la calcite de la souche d’E. huxleyi est indépendante du pH. Or, comme détaillé dans la discussion

du papier 1 si à pH 8.1, la composition isotopique de la souche RCC-P41 a des valeurs proches

de celles mesurées par Henehan (2015), aux autres valeurs de pH et notamment celles de pH 7.6,

elles sont extrêmement différentes.

Les mesures de δ11B ont été associées à celles du B/Ca afin d’estimer l’évolution des teneurs en

bore dans la calcite, donc son incorporation, avec les changements de pH. Les seules mesures de

rapport B/Ca dans la calcite des coccolithophoridés publiées sont celles de Stoll et al. (2012). Les

valeurs B/Ca pour la souche RCC-P41 présentent des valeurs relativement faibles (de l’ordre de

10) pour les pH 8.1 et 7.6, mais qui augmentent fortement à pH 8.6 (au delà de 800 µmol.mol−1).

Il en est de même pour la souche RCC-P4, avec des valeurs du B/Ca qui varient de 1 à presque 20

µmol.mol−1 pour les mêmes valeurs de pH. Cette transition brutale à pH 8.6 observées dans les
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deux souches suggère une incorporation plus forte des ions borates, sans doute liée à l’augmen-

tation de leurs concentrations dans l’eau de mer à pH 8.6 qui pourrait témoigner d’un ajustement

du pH de la vésicule interne sans modification sensible du DIC. Ces mesures, associées à celles de

δ11B, permettent donc de préciser le processus de calcification.

Le protocole analytique présenté dans cette thèse fournira une base solide à l’étude d’autres

souches avec la recommandation d’augmenter la quantité de calcite à isoler pour les souches

les moins calcifiantes afin de se placer au dessus de la limite de détection en MC-ICPMS. Dans

de futures recherches, il sera nécessaire de confirmer les résultats obtenus pour la souche RCC-

P41, et notamment l’existence d’une relation δ11B-pH et celle d’un écart constant (valeur a dans

l’eq 4.11). Dans le cas où les tendances observées seraient confirmées et généralisables à d’autres

espèces, la mesure du δ11B dans la calcite d’E. huxleyi ouvrirait des perspectives pour appliquer de

manière simple ce proxy sur les sédiments marins pour des reconstructions paléocéanographiques.

En l’absence de réponse spécifique, la séparation par classe taille de coccolithophoridés (Stoll et

Schrag 2000, Minoletti et al. 2009, Stoll et Ziveri 2002, Bolton et al. 2012). deviendrait inutile.

Des séparations par classe de taille ont déjà été réalisées pour notamment la détermination du

rapport Sr/Ca (Ziveri et al. 2007) ou la mesure des isotopes stables de l’oxygène (Ziveri et al. 2003,

Hermoso et al. 2014).

L’adaptation du protocole de Minoletti et al. (2009) par N. Sabata (Stage Master 2, 2016) pour

isoler les coccolithes dans le sédiment marin et les séparer par classe de taille a mis en évidence

la difficulté de s’affranchir des argiles. Le traitement chimique nécessaire peut altérer les signaux

isotopiques et élémentaires du bore. Cependant avant tout application du proxy aux sédiments, il

sera important de s’assurer que la relation δ11B-pH est extrapolable aux espèces fossiles contenues

dans le sédiment et qu’il n’y a par conséquent pas d’altérations par diagénèse post-dépôt. Il faudra

également s’assurer que soit le site et en particulier le statut des nutriments, cette relation est

stable, car les données de Henehan (2015) suggèrent des biais dans des conditions de limitation en

nutriments.
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Figure 6.1 – Composition isotopique du bore en fonction du pH pour les deux souches étudiées RCC-P41

et RCC-P4 et valeurs mesurées par M. Henehan sur une souche de Emiliania huxleyi (2015)
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Réponses des coccolithophoridés face à l’acidification

des océans

Le second objectif de cette thèse était de comprendre la réponse physiologique de deux

souches, en réponse aux variations de pH.

Ce volet de notre étude sur la réponse des coccolithophoridés aux variations de pH s’ajoute

à des études existantes (Langer et al. 2009, Riebesell et Zondervan 2000, Bach et al. 2015, Bodt

et al. 2010) dont certaines réalisées sur des souches très calcifiantes, comme la RCC-P41 (Rouco

et al. 2013, von Dassow et al. 2017). Elle suggèrent que l’acidification des eaux de surface de

l’océan activerait la photosynthèse et diminuerait la calcification (Riebesell et Zondervan 2000).

Concernant la calcification, nos travaux sont en accord avec les études de Langer et al. (2009),

Beaufort et al. (2011). La réponse de la souche fortement calcifiante, RCC-P41 est différente de celle

de la souche moyennement calcifiante, RCC-P4. Cependant pour cette dernière, les conditions de

mesures n’ont pas été totalement satisfaisantes et nécessitent d’être vérifiées avant de conclure à

une réponse spécifique .

La souche fortement calcifiante a montré une augmentation de son taux de croissance, une

augmentation de la photosynthèse et du taux de calcification lorsque le pH diminue avec un "rain

ratio" qui se stabilise à pH 7.6. Ces observations confortent celles de Rouco et al. (2013) sur la

souche très calcifiante, NZEH. [Il se trouve que les mesures de composition isotopique en bore

réalisées par M.Henehan correspondent à la souche NZEH.] La souche modérément calcifiante

présente des variations des paramètres physiologiques peu attendues par rapport aux résultats

publiées sur des souches du même type. Elle montre une diminution du "rain ratio" donc une

diminution de la calcification aux pH le plus acide. Aux deux autres valeurs de pH, plus élevées,

le "rain ratio" est proche de 1 mais associé cependant à une production de PIC et POC très faibles.

Cette espèce ne semble s’adapter ni à des pH plus acides, ni à des pH plus basique que ceux de

l’océan actuel.
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Perspectives

Le sujet traité par cette thèse se situe dans les préoccupations actuelles de la communauté

internationale et notamment dans l’agenda 2030 des Nations Unies sur le développement durable.

En effet, l’acidification est au coeur des objectifs de l’ODD14. La question de l’augmentation du

CO2 et son impact sur la baisse du pH des océans est ici étudiée à l’échelle cellulaire. L’espèce

choisie, E. huxleyi est cependant très répandue sur le globe ce qui en fait un acteur important

du cycle du carbone marin et donne toute sa justification à ce travail. Parce qu’exploratoire les

résultats de cette thèse ouvrent de nombreuses perspectives pour les années à venir.

D’un point de vue méthodologique, nous avons vu la difficulté à réaliser des mesures de bore

dans des matrices à faibles teneurs et de petites tailles (à l’inverse des coraux et des foraminifères).

Des pistes sont à l’étude pour mesurer de très petites quantités de bore en MC-ICPMS en deçà

de la limite de 50 ng. Cette alternative proposée par Lloyd et al. (2017) consisterait à appliquer

une augmentation de la résistance à 1013 Ohm sur la cage de faraday du spectromètre de masse

permettant de mesurer des quantités de l’ordre de 0.8 ng de bore. Cette technique, encore récente,

constituerait une avancée majeure pour la mesure de la composition isotopique du bore dans les

coccolithes. D’autres méthodes sont proposées, comme de réaliser la mesure directement sur la

poudre de calcite ce qui réduirait le risque de contamination lié à l’utilisation des tubes et diverses

solutions chimiques. Cette méthode par micro-sublimation est en cours de développement au

laboratoire des Domaines Océaniques (IUEM, Plouzané, France). Sur un autre plan, il serait utile de

développer un standard "in-house" composé de calcite biogénique. A l’heure actuelle, les standards

existants sont en faibles quantités notamment le Jcp-1 et le Jct-1 et seront bientôt épuisés.

Malgré le caractère cosmopolite d’E. huxleyi qui justifie pleinement le choix de nos deux

souches, ce type d’étude doit être poursuivie et étendue à d’autres souches de la même espèce

et à des espèces de plus grandes tailles comme C.leptoporus ou de petite taille, comme C.braarudii.

Il est en effet critique d’explorer plus avant la généralisation de nos résultats à d’autres espèces

tant du point de vue de la compréhension de l’impact de l’acidification sur les organismes cal-

cifiants et les rétroactions que cela implique sur le climat, que sur les aspects d’adaptation et de

résilience afin d’évaluer les conséquences de l’acidification sur la biodiversité marine. Enfin, il est

important d’asseoir la calibration que nous avons établie pour la souche RCC-41 pour des études

paléoclimatiques futures afin de prospecter ce champ d’application de l’isotopie du bore. Cela né-

cessite aussi de s’assurer que des biais ne sont pas introduits lors de la diagénèse précoce, comme

par exemple la dissolution.
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Table 1: Tableau descriptif des souches étudiées, localisation, nombres de générations et mode de culture

Species Strain

Code

Calcification Morphotype Origin Generations Culture

technicities

Exper. Number of

replicates

E. huxleyi RCC-P41 Calcifying Morphotype A. Peruvian Upwelling

11

Batch 2017 3

E. huxleyi RCC-P41 Calcifying Morphotype A. Peruvian Upwelling

11

Batch 2017 3

E. huxleyi RCC-P41 Calcifying Morphotype A. Peruvian Upwelling

11

Batch 2017 3

E. huxleyi RCC-RCC-

P4

Moderated calcifying Morphotype A. Pacific Ocean/

West Coast
7

Batch 2017 3

E. huxleyi RCC-RCC-

P4

Moderated calcifying Morphotype A. Pacific Ocean/

West Coast
7

Batch 2017 3

E. huxleyi RCC-RCC-

P4

Moderated calcifying Morphotype A. Pacific Ocean/

West Coast
7

Batch 2017 3

E. huxleyi RCC-P41 Calcifying Morphotype A. Peruvian Upwelling around 10 Turbidostat 2016 1

E. huxleyi RCC-P41 Calcifying Morphotype A. Peruvian Upwelling around 10 Turbidostat 2016 1
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Table 2: Paramètres de culture

Species Strain Code Growth rate µ Cells densities (cell/mL) Temp. oC Salinity pH 2σ

E. huxleyi RCC-P41 0.77 45 393 18.6 32.43 8.62 0.04

E. huxleyi RCC-P41 0.77 45 393 18.6 32.6 8.13 0.04

E. huxleyi RCC-P41 0.8 58 000 18.6 32.26 7.61 0.02

E. huxleyi RCC-P4 0.36 55 478 18 32.42 8.6 0.02

E. huxleyi RCC-P4 0.36 55 478 18 32.62 8.23 0.16

E. huxleyi RCC-P4 0.37 54 689 18 32.62 7.51

E. huxleyi RCC-P41 0.4 116 000 18.5 8.1 -

E. huxleyi RCC-P41 0.51 118 000 18.5 7.9 -
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Table 3: Système des carbonates de l’eau de mer utilisée pour chaque condition de pH, mesurée en fin d’expérience

Strain Code Culture TA DIC CO2 HCO−

3
CO2−

3
Ωcalcite

(µmol.kg−1) (µmol.kg−1) (µatm) (µmol.kg−1) (µmol.kg−1)

RCC-P41 Batch 2795 2039 87 1487 550 13.41

RCC-P41 Batch 2121 1846 313 1649 188 4.57

RCC-P41 Batch 2122 2059 1130 1957 64 1.56

RCC-P4 Batch 2786 2048 90 1513 533 13.03

RCC-P4 Batch 2089 1732 209 1489 237 5.77

RCC-P4 Batch 1636 1592 1142 1510 46 1.11

RCC-P41 Turbidostat - - - - - -

RCC-P41 Turbidostat - - - - - -
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Table 4: Paramètres physiologiques pour chaque condition de pH pour la culture en batch et en turbidostat

Strain Code Culture pH 2σ µ PIC POC τPIC τPOC PIC/POC Coccolith size 2σ

(pg/cell) (pg/cell) (pg/cell *day) (pg/cell*day) (µm)

RCC-P41 Batch 8.62 0.04 0.91 13.08 11.43 15.8 13.94 1.15 1.22 0.13

RCC-P41 Batch 8.13 0.04 1.05 10.54 9.08 11.82 10.23 1.17 1.64 0.36

RCC-P41 Batch 7.61 0.02 0.34 4.79 7 4.1 5.84 0.72 2.37 0.36

RCC-P4 Batch 8.6 0.02 1.24 8.19 11.36 7.63 10.53 0.73 1.4 0.16

RCC-P4 Batch 8.23 0.16 1.12 13.18 14.06 13.41 14.7 0.94 2.43 0.27

RCC-P4 Batch 7.51 0.84 7.97 8.41 2.72 2.86 0.95 1.35 0.14

RCC-P41 Turbidostat 8.1 - 0.4 16.47 11.72 6.59 4.69 1.41 - -

RCC-P41 Turbidostat 7.9 - 0.51 23.87 10.38 12.17 5.29 2.3 - -
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Table 5: Paramètres géochimiques mesurés δ11B et B/Ca dans la calcite des coccolithes dans les différentes conditions de pH

pour les cultures en batchs et en turbidostat.

Strain Code Culture B/Ca (µmol/mol) 2σ δ11B (%o) 2σ δ11Bborate (%o) 2σ pHCV 2σ ΩCV

RCC-P41 Batch 815.01 35.1 21.04 3.79 24.45 0.6 8.37 0.27 5.15

RCC-P41 Batch 16.12 6 16.73 1.2 17.8 0.39 8.04 0.25 29.27

RCC-P41 Batch 9.55 7 8.76 0.88 14.03 0.09 7.53 0.2 26.84

RCC-P4 Batch 19.79 3.4 18.19 2.36 24.24 0.44 8.67 0.15 437

RCC-P4 Batch 1.07 0.4 3.74 2.88 19 1.93 8.25 0.24 1462.5

RCC-P4 Batch

RCC-P41 Turbidostat 11 2 (- 0,57) - - - - - -

RCC-P41 Turbidostat 21 2 (-3,23) - - - - - -
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Table 6: Tableau de comparaison entre les souches etudiees dans cette these et les souches issues des travaux de von Dassow

et al. (2017) et Rouco et al. (2013)

Calcifying strains Moderately calcifying strains

RCC-P41 Rouco Von Dassow RCC-P4 Von Dassow

et al., 2013 et al., 2017 et al., 2017

Growth rate % & % &

τPIC % % % optimum at pH 8.1 &

τPOC % % % optimum at pH 8.1 %

PIC/POC % & & & &

Diameter % optimum at pH 8.1

DSL (Coccoliths) & % % optimum at pH 8.1 &
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Titre	 Etude	 de	 la	 bio-calcifica/on	 des	 coccolithophoridés	 dans	 un	 contexte	 d’acidifica/on	 des	 océans	 -	

Calibra/ons	de	proxies	(B/Ca	et	δ
11
B)	du	pH	dans	les	coccolithes		

Résumé	Environ	 30%	du	dioxyde	de	 carbone	produit	 par	 des	 ac/vités	 humaines	 est	 absorbé	par	 l’océan	

menant	à	une	diminu/on	de	pH	d’eau	de	mer	et	de	l’état	de	satura/on	de	carbonate	de	calcium	(CaCO3).	La	

acidifica/on	des	océans	engendrera	probablement	de	profonds	changements	dans	les	écosystèmes	marins,	

en	 par/culier	 chez	 les	 organismes	 marins	 calcifiants.	 Les	 coccolithophoridés	 produisent	 avec	 les	

foraminifères	plus	de	90%	des	carbonates	pélagiques	dans	 l’océan	actuel.	 Les	expériences	de	culture	ont	

montré	que	la	réponse	des	coccolithophoridés	à	l’acidifica/on	des	océans	varie	au	sein	d’une	même	espèce	

ce	qui	complique	l’es/ma/on	de	l’impact	global	sur	le	cycle	de	carbone	et	des	rétroac/ons	sur	le	climat.	En	

effet,	la	sensibilité	des	organismes	et	les	réponses	vis-à-vis	de	l’augmenta/on	du	CO2	dissous	dans	l’océan	et	

donc	de	la	diminu/on	du	pH	de	l’eau	de	mer	sont	différentes.	Les	conséquences	de	la	calcifica/on	sur	les	

coccolithophoridés	sont	encore	très	peu	décrites	et	quan/fiées.	Les	coccolithes	sont	formés	à	l’intérieur	de	

la	 cellule	 dans	 une	 vésicule	 interne.	 Le	 pH	 à	 l’intérieur	 de	 ceSe	 vésicule	 est	 un	 paramètre	 central	 qui	

détermine	la	précipita/on	de	la	calcite	et	donc	de	la	forma/on	des	coccolithes.	Actuellement,	 le	pH	de	la	

vésicule	ne	peut	pas	être	précisément	mesuré	et	c’est	 la	mesure	 indirecte	de	paramètres	géochimies	qui	

nous	permet	d’es/mer	ces	processus.	La	capacité	de	réguler	le	pH	de	la	vésicule	vis-à-vis	des	changements	

du	 pH	 d’eau	 de	mer	 permet	 la	 précipita/on	 de	 calcite	 et	 détermine	 l’adapta/on	 poten/elle	 de	 certains	

coccolithophoridés	à	l’acidifica/on	des	océans.	Deux	souches	d’E.	huxleyi	ont	été	cul/vées	dans	des	cultures	

en	batchs	dilués	dans	trois	condi/ons	pH	différentes	afin	d’évaluer	les	modalités	de	réponse	aux	varia/ons	

du	pH	de	l’eau	de	mer.	Des	paramètres	physiologiques	incluant	le	taux	de	croissance,	le	POC	et	le	PIC	et	ont	

été	examinés,	en	parallèle	aux	mesures	de	B/Ca	et	δ11B	dans	la	calcite	des	coccolithes	pour	progresser	sur	la	

compréhension	de	ces	mécanismes	intracellulaire	et	sur	l’existence	d’un	rela/on	entre	ces	paramètres	et	le	

pH	pour	évaluer	le	poten/el	de	l’isotopie	du	bore	comme	proxy	du	paleo-pH.		

Mots-clés	Acidifica/on	des	océans,	coccolithophoridés,	δ11B,	B/Ca,	calcifica/on	

 

Title	Bio-calcifica/on	of	coccolithophores	 in	Ocean	Acidifica/on	context	 -	Calibra/on	of	proxies	 (B/Ca	and	

δ11B)	of	pH	in	coccoliths.		

Abstract	About	30%	of	the	carbon	dioxide	produced	by	human	ac/vi/es	is	absorbed	by	the	ocean	leading	

to	 a	 decrease	 of	 seawater	 pH	 and	 satura/on	 state	 of	 calcium	 carbonate	 (CaCO3).	 The	 subsequent	 ocean	

acidifica/on	 is	 likely	 to	 result	 in	profound	changes	 in	marine	ecosystems,	 in	par/cular	among	 the	marine	

calcifiers.	Coccolithophorides	together	with	foraminifera	produce	more	than	90%	of	the	pelagic	carbonate	

in	the	modern	ocean.	Culture	experiments	have	shown	that	the	response	of	coccolithophores	to	pH	varies	

between	and	within	species,	thus	complica/ng	our	understanding	of	the	overall	impact	biological	response	

on	the	carbon	cycle	and	feedbacks	on	climate.	Indeed,	different	sensi/vi/es	to	increase	dissolved	CO2	and	

decrease	seawater	pH,	and	their	consequences	on	calcifica/on	exist	among	coccolithophores,	but	they	are	

s/ll	not	fully	described	nor	quan/fied.	Calcareous	coccoliths	are	formed	inside	the	cell	in	an	internal	vesicle	

called	 the	coccolith	vesicle.	The	pH	 inside	 the	coccolith	vesicle	would	be	a	key	parameter	 in	determining	

calcite	 precipita/on	 and	 therefore	 coccolith	 forma/on.	 Currently	 the	 coccolith	 vesicle	 pH	 cannot	 be	

accurately	measured	and	thus	es/mates	have	to	be	based	on	indirect	geochemical	evidences.	The	capacity	

of	the	coccolith	vesicle	to	regulate	pH	allowing	for	calcite	precipita/on	could	explain	the	resilience	of	some	

coccolithophores	 to	ocean	acidifica/on.	To	 further	explore	 this	hypothesis,	 two	strains	of	E.	huxleyi	were	

grown	in	batch	cultures	under	three	different	pH	condi/ons	to	assess	their	response	to	changing	seawater	

pH.	 Physiological	 parameters	 including	 growth	 rate,	 POC	 and	 PIC	were	 examine,	 in	 addi/on	 to	 assessing	

changes	 in	 the	 vesicle	 pH	 by	measuring	 B/Ca	 and	δ11B	 in	 coccolith	 calcite	 and	 evaluate	 the	 poten/al	 of	

boron	for	paleo-pH	reconstruc/on.		

Keywords	Ocean	Acidifica/on,	coccolithophores,	δ11B,	B/Ca,	calcifica/on		
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