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CHAPITRE |. INTRODUCTION GENERALE

l.1. LE RESEAU TROPHIQUE MICROBIEN ET L’EUTROPHISATION

[.1.1. DE LA CHAINE ALIMENTAIRE CLASSIQUE AU RESEAU TROPHIQUE

MICROBIEN

[.1.1.1. La chaine alimentaire classique

Poissons

A

Zooplancton
(Copépodes)

Lumiére \

Figure 1.1 — Chaine alimentaire classique
(Steele 1974)

Dinoflagellés)

Phytoplancton
. X 'q
(Diatomées,

Jusque dans les années 1970, la vision du
réseau trophique planctonique était celle d’une
(Figure 1.1),
décrivant les flux de matiere et d’énergie depuis

chaine alimentaire classique
les producteurs primaires vers les consommateurs
terminaux (Steele 1974). Cette description était
basée sur le seul composant microbien marin
alors étudié : le phytoplancton. Les prélevements
se faisant par traits de filets, il était
essentiellement composé de diatomées centriques
et de dinoflagellés. Dans cette vision classique, la
place du zooplancton était importante et le réle

des bactéries était limité a la dégradation de la

matiére organique détritique par libération des nutriments (minéralisation) qui y étaient intégrés

(Cohen et al. 1982). Cette explication n'est toutefois pas suffisante pour comprendre I'ensemble

des processus existant au sein du systeme planctonique.

1.1.1.2. La boucle microbienne

L’utilisation de la microscopie a épifluorescence pour dénombrer le bactérioplancton

(Hobbie et al. 1977) et celle de traceurs pour I’étude des métabolismes (Azam & Hodson 1977,

Fuhrman & Azam 1980) ont permis le développement de nouveaux concepts. Pomeroy (1974)

apporte I’idée que les bactéries sont les premiéres consommatrices de la production

phytoplanctonique marine et qu’elles produisent également de la matiere organique particulaire.

Cette action des bactéries permettrait de renvoyer vers les niveaux trophiques supérieurs jusqu’a
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Echelons Trophiques Supérieurs

- Chaine Alimentaire Classique -

)

Copépodes

Boucle Microbienne

Bactéries

Figure 1.2 — Concept de la boucle microbienne. Les fleches en rouge, signifiant « consommé
par », représentent le transfert trophique de matiére organique vers la chaine alimentaire
classique. A chaque étape de prédation des nutriments inorganiques (ammonium, phosphate)
sont relargués par excrétion et utilisés par le phytoplancton (fleches en pointill¢). Les pertes
organiques sont représentées par les fleches vertes. Une partie du carbone est perdue par la
respiration.
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30% d’énergie en plus qu’estimé jusqu’alors (Sherr & Sherr 1988). Les bactéries sont intégrées a
la chaine alimentaire classique a travers le concept de boucle microbienne (Figure 1.2). Dans ce
nouveau mod¢le, une partie importante de la Matiere Organique Particulaire (MOP) et de la
Matiere Organique Dissoute (MOD) est utilisée par les bactéries de la colonne d’eau pour leur
croissance (Williams 1984). Les bactéries ne sédimentant pas, leur abondance est principalement
controlée par le broutage des flagellés hétérotrophes (Fenchel 1982, Caron et al. 1985,
Rassoulzadegan & Sheldon 1986) et des ciliés (Sherr & Sherr 1986). Ces processus permettent a
une fraction de la maticre organique détritique de retourner vers le réseau alimentaire classique.
Le couplage bactéries-flagellés-ciliés constitue ce qui est appelé communément la « boucle

microbienne ».

1.1.1.3. Le réseau trophique microbien

L’étude du phytoplancton a permis de mettre en évidence 1’existence d’organismes de taille
inférieure aux diatomées et aux dinoflagellés : le pico- et le nanophytoplancton. La biomasse de
ce pico- et de ce nanophytoplancton autotrophe est maintenue en concentration constante dans
I’océan par le broutage des protozoaires (Campbell & Carpenter 1986, Rassoulzadegan et al.
1988). Les liens directs entre les microorganismes hétérotrophes et le phytoplancton sont
nombreux, ce qui ameéne a la notion de réseau trophique microbien, Figure 1.3 (Sherr & Sherr
1988). Ce modele suit le principe des relations trophiques basées sur la taille des organismes et
selon lequel les prédateurs consomment des proies de taille environ 10 fois inférieure a leurs
tailles respectives. Les ciliés sont 'une des sources principales de nourriture des métazoaires
(Wiadnyana & Rassoulzadegan 1989) et constituent alors le lien entre les microorganismes et la
chaine alimentaire classique (Sherr et al. 1986). Outre leur place importante dans le cycle de la
mati¢re organique, les microorganismes ont un role essentiel dans le recyclage des éléments
nutritifs. En effet, les bactéries sont réputées présenter des rapports C:N et C:P inférieurs a celui
du phytoplancton et des protozoaires (Kirchman 1994 et références citées). Ces derniers
recyclent ainsi les nutriments en exces lors de leur activité de broutage sur le bactérioplancton.

Le réseau trophique microbien : puits ou lien de la matiére organique vers les niveaux
trophiques supérieurs ?

Le réseau trophique microbien transforme la matiére organique dissoute ou particulaire en
biomasse bactérienne, transférée ensuite via les protozoaires aux niveaux trophiques supérieurs.

Il constituerait donc un lien entre le compartiment détritique et le reste de la chaine alimentaire.



Chapitre | - Introduction Générale

Taille (um)
4 Réseau Trophique
2000 Métazoaire
Chaine Alimentaire Classique
200=
Diatomées

_______________________________________________________ Dinoflagellés
o
9 h —
= Réseau Trophique

20 = . :
Microbien
o
S ¢— —| Nanoflagellés Nanoflagellés
z Petits ciliés Petites Diatomées
2 =
DOM

Q Picoflagellés
&)
i 4— Bacterles hétérotrophes ] Cyanobactéries

T

HETEROTROPHE AUTOTROPHE

Excrétion =—p Assimilation

—p Reminéralisation == P LyseVirale
=P Predation =P Libération de MO par la prédation

Figure 1.3 — Schéma du réseau trophique microbien et de sa relation avec la chaine alimentaire
classique (modifié de Fenchel, 1988).
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Toutefois, a chaque étape de broutage, une partie de la biomasse initiale est minéralisée
sous forme de sels nutritifs et de CO; et n’est donc pas transférée aux niveaux trophiques
supérieurs. En raison du nombre d’étapes de prédation, on peut s’attendre a ce que seule une
infime partie du carbone consommé par les bactéries soit finalement transférée vers les échelons
supérieurs. Le réseau trophique microbien constituerait alors un puits.

Des études réalisées en mésocosmes montrent que seuls 0,5 % a 2 % du carbone fixé par la
production primaire sont transférés vers le zooplancton (Parsons et al. 1981, Gamble & Davies
1982, Ducklow et al. 1986, 1987). Le nombre ¢levé de niveaux trophiques entre les bactéries et
les métazoaires ne permet donc pas, un transfert efficace dans la chaine alimentaire et le réseau
microbien constitue donc un puits. Au contraire, Sherr et al. (1987) ont mis en évidence le rdle
de lien des microorganismes en montrant que les bactéries et/ou protozoaires pouvaient étre
directement ingérés par les métazoaires (Sherr & Sherr 1988, Wiadnyana & Rassoulzadegan
1989).

Ainsi, en raison de la réutilisation bactérienne de la MOD, de I’ingestion directe de la
production primaire par les protozoaires (Caron et al. 1985), et du broutage direct des
microorganismes par les métazoaires, le réseau trophique microbien jouerait plutét un role de

lien vers les échelons supérieurs.

Le réseau microbien n’est pas nécessairement prépondérant dans tous les milieux
aquatiques. En fait, les deux grands types de réseaux trophiques décrits sont celui de type
« herbivore », caractéristique des milieux riches en nutriments, et celui dominé par la « boucle
microbienne » que ’on trouve dans les systemes oligotrophes (Legendre & Rassouldzadegan
1995). Dans cette derniere situation, les bactéries hétérotrophes sont considérées comme des
compétiteurs efficaces du phytoplancton pour les éléments nutritifs (Kirchman 1994). Selon
Legendre & Rassouldzadegan (1995), il existe des intermédiaires entre ces deux réseaux
extrémes qui sont le réseau « multiprédateurs » et le réseau « microbien ». En effet, le réseau
herbivore et la boucle microbienne sont des systémes extrémes instables tendant a se déplacer
vers des réseaux plus stables. Il existerait donc un continuum trophique entre les deux extrémes,
dépendant des conditions du milieu. Ce continuum permet notamment au phytoplancton

d’utiliser toute la gamme des concentrations en nutriments présents dans les eaux marines.
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Figure 1.4 — Mod¢le de chaine alimentaire pélagique et des flux de carbone via les virus. Modéle
de Fuhrman (1999) modifi¢ par Weinbauer (2004). Valeurs de Wilhelm & Suttle (1999) du
modele stable sur I’influence des virus dans le cycle marin du carbone. Valeurs rapportées au
carbone fixé par les producteurs primaires (100 %). Seules les données sur les virus sont
montrées. De 6 a 26 % du carbone fixé par les producteurs primaires entre dans le pool de COD
via la lyse virale a différents niveaux trophiques.
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La boucle virale

Les bactéries planctoniques sont trop petites pour sédimenter et 1’abondance bactérienne
est relativement constante a long terme. Les protistes étaient auparavant considérés comme les
seuls prédateurs importants des bactéries et donc les principaux responsables de cette constance
des effectifs bactériens (McManus & Fuhrman 1988, Pace 1988). Fuhrman & Noble (1995) ont
montré a partir de bilans de production et de mortalité bactérienne, une importance équivalente
des virus et des protistes sur le controle de I’abondance bactérienne. Le role des virus dans le
contrdle de la plupart des étages du réseau trophique pélagique a depuis été mis en évidence
(Weinbauer 2004). Le réseau trophique microbien s’est donc a nouveau complexifié par
I’intégration de la boucle virale, précisant le role de ces prédateurs dans le cycle des nutriments
et du carbone (Figure 1.4). En effet, la lyse virale induit la libération de matiére organique
dissoute qui devient alors de nouveau disponible aux bactéries. Outre leur contribution au
controle de I’abondance bactérienne, les virus devraient avoir une influence sur la structure des
communautés bactériennes en raison de la forte spécificité de leur prédation. Une hypothese est
celle du « phage kill winner » ou les virus aident au controle des communautés bactériennes en
régulant I’abondance des bactéries les plus compétitives pour la ressource nutritive. Les travaux
en mésocosmes sur de courtes durées ne validant pas cette hypothése, celle-ci s’appliquerait
plutot lors d’infections virales a long terme. Les études sur ce sujet n’en sont qu’a leur début et
les mésocosmes restent encore trop simplifiés pour comprendre les effets a long terme des
infections virales sur la composition et, donc la fonction des communautés bactériennes

(Schwalbach et al. 2004, et références citées).
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[.1.2. L'EUTROPHISATION

[.1.2.1. Définition générale
Le terme « eutrophisation » est souvent utilisé selon plusieurs significations, parfois méme
sans définition claire. On peut déja s’accorder sur le terme eutrophe dont dérive le mot
eutrophisation d’aprés la définition donnée par le dictionnaire technique de 1'eau et des questions
connexes (ed. Guy Le Prat, Paris, 1968) : une eau eutrophe est une eau riche en matiéres
nutritives. L eutrophisation d’un milieu serait donc stricto sensu le fait de devenir eutrophe, donc

de s’enrichir en nutriments.

1.1.2.1.1. L’eutrophisation en milieu marin

L’enrichissement excessif des eaux est un probléme qui se pose depuis longtemps dans les
eaux douces et représente une menace croissante pour les lacs et autres plans d’eaux.
L’eutrophisation se déclare en effet, préférentiecllement dans des régions a circulation d’eau
réduite. C’est pourquoi, I’eutrophisation des environnements cotiers est un phénomeéne reconnu
depuis la derniére décennie seulement (Nixon 1995). La compréhension de ce phénomene
complexe, qui « désigne a la fois les causes et les consequences de la fertilisation du milieu »
(Lacaze 1996) n’est donc qu’a ses débuts en milieu marin.

Le modele de I’eutrophisation donnée par les limnologistes (Vollenweider 1976) traite la
question par des fonctions signal-réponse. Le signal est une mesure de la disponibilité en
phosphore (élément le plus souvent limitant en eaux douces) et la réponse une mesure des
changements de la production ou de la biomasse phytoplanctonique. Les premiers modeles
formalisant I’eutrophisation cdétiere €taient inspirés de cette approche de type Vollenweider

(Figure L.5).

apports répmses Modifications de
on nutnments * Chlorophylle

* Production Primare

apports + Mérabolismes

en nutriments

réponses

+ Cmygéne Dissous

Figure 1.5 - Premier modéle conceptuel de ’eutrophisation cotiére. L amplitude des réponses
est proportionnelle aux apports en nutriments (Reproduit de Cloern, 2001).
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Les premicres études de I’eutrophisation cotiere €taient ainsi menées suivant ce concept de
la mesure du signal et de la réponse. Cependant, les systémes marins et d’eaux douces ont des
cycles de nutriments différents, entrainant des variations dans I’importance relative de 1’azote et
du phosphore comme ¢lément limitant. De nombreuses études montrent que 1’eutrophisation
cotiere ne correspond pas a un modele conceptuel simple associant UNE réponse a UN signal
donné. Nixon (1995) définit I’eutrophisation comme un accroissement de I’apport en matiére
organique. Alors que Cloern (2001) utilise ce mot dans un sens plus large se référant a la
multitude des réponses biogéochimiques et écologiques (directes ou indirectes) a la fertilisation
anthropique des écosystémes a I’interface terre-mer (Figure 1.6). Certains écosystémes cotiers
sont moins sensibles que d’autres au sur-enrichissement de nutriments, du fait de la présence de
filtres et donc d’un « pouvoir tampon » du milieu récepteur. Breitburg et al. (1999) précisent que
la qualité de I’eau et des ressources vivantes est le résultat de nombreux facteurs. Une étude de
I’eutrophisation en milieu cdtier doit donc considérer les interactions entre les enrichissements
en nutriments anthropogéniques et d’autres facteurs tels que les pertes d’habitats, la péche, les
apports en contaminants toxiques, 1’aquaculture, les apports en eaux douces ou le changement
climatique. La sensibilité a des sur-enrichissements en nutriments n’est pas immuable et peut
changer en réponse a des facteurs environnementaux (Howarth et al. 2000). Etre capable
d’identifier et de distinguer les impacts anthropiques des impacts climatiques sur la structure et
le fonctionnement des écosystémes est critique pour comprendre et gérer les facteurs contrélant
la qualité des eaux, les conditions de I’habitat et les ressources biotiques (Paerl et al. 2003). Les
autres facteurs de contréle dans le processus d’eutrophisation sont la lumicre, le renouvellement

des eaux, la température et le controle biologique (zooplancton, boucle microbienne, benthos).

1.1.2.1.2. Nutriments et éléments limitants

Les nutriments, issus des activités humaines, les plus fréquemment a 1’origine du
phénomene d’eutrophisation sont 1’azote et le phosphore (Smith et al. 1999, Lacaze 1996,
Howarth et al. 2000, Anderson et al. 2002). Les activités humaines ont en effet profondément
altéré les cycles de 1’azote et du phosphore. La quantité de phosphore délivrée des terres vers les
océans a plus que doublé du fait de ces activités (Howarth et al. 2000). La quantité¢ d’azote
disponible fabriquée, dans le milieu des années 1990, était de 140 Tg par an. Cet apport
supplémentaire dans le cycle de 1’azote est, comparativement, bien plus important que
I’introduction de carbone dans le cycle du carbone par les émissions de CO, dans 1’atmosphere

(Howarth et al. 2000).



Chapitre | - Introduction Générale

Modéle conceptuel contemporain de I’eutrophisation cotiere

T —_— réponses
en nutriment . directes ~—

réponses
indirectes
Modifications de : Modifications de :
« Chlorophylle * Biomasse benthique

* Plantes vasculaires

* Qualité / diversité de I’habitat

* Transparence de I’eau

* Sédimentation de C organique « C organique dans les sédiments

e ratios Si:N et N:P * Biogéochimie des sédiments

* Oxygene dissous des eaux de fond

* Production Primaire
réponses * Biomasse Macroalgale

réversibles

* Efflorescence algales toxiques

ou nuisibles * Cycles saisonniers
« Communautés * Mortalité des poissons/invertébrés
phytoplﬁlnctomques * Cycles des nutriments

* Structure des réseaux trophiques

Figure 1.6 - Modéle conceptuel contemporain de I’eutrophisation coétiére. Les dernicres
avancées ont mis en évidence (1) une suite complexe de réponses directes et indirectes aux
changements d’apports en nutriments ; (2) des attributs du systéme qui agissent comme un filtre
pour modérer ces réponses et (3) la possibilité de réhabiliter le systeme par des actions de gestion
appropriées pour réduire les apports en nutriments des écosystémes cotiers sensibles (Reproduit
de Cloern, 2001).

-10 -
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D’autres nutriments peuvent étre mis en cause dans les processus d’eutrophisation :

e La silice (Si), qui est un ¢lément important nécessaire a la croissance du phytoplancton. Les
diatomées 1’utilisent pour ¢élaborer le frustule, sorte de coque siliceuse a deux valves s’emboitant
I’une dans I’autre. L enrichissement du milieu en ce nutriment peut entrainer des efflorescences
algales nuisibles ou toxiques (Officer & Ryther 1980). A I’inverse, un manque de silice peut
exacerber le phénoméne d’eutrophisation en réduisant le role des diatomées dans le réseau
trophique cotier (Officer & Ryther 1980).

e Le fer (Fe), qui stimule la productivit¢ du phytoplancton et entraine des changements
importants de la structure des communautés phytoplanctoniques lors d’expériences
d’enrichissements en milieu non fermé, effectuées dans le Pacifique Equatoriale (eaux HNLC)

(Coale et al. 1996, Cavender-Bares et al. 1999).

1.1.2.1.3. Limitation nutritive
La détermination du nutriment a 1’origine de perturbations du milieu est un ¢lément clef du
controle de I’eutrophisation. Cette détermination fait appel a la notion de limitation nutritive.
C’est le chimiste agricole allemand Justus von Liebig qui a mis en évidence la limitation du
rendement de cultures agricoles par des quantités minimes de substances indispensables a la
croissance des plantes. Liebig a de plus montré que le rendement maximum était limité par le
nutriment indispensable le plus rare en fonction des besoins particuliers de la plante dans son

environnement. Cette théorie est connue comme la Loi de Liebig du Minimum (Liebig 1840).

Le concept de limitation nutritive peut étre considéré comme la clef de voite de la
recherche sur I’eutrophisation. En réalité, cela sous-entend :
1. qu’un nutriment clef doit étre le premier facteur limitant la croissance d’une plante dans
un écosystéme donné,
2. que la croissance des plantes dans un écosysteme donné doit étre proportionnelle a
I’apport en ce nutriment,
3. que le contrdle de I’eutrophisation doit étre accompagné de la restriction des apports de

ce nutriment clef a 1I’écosystéme (Smith et al. 1999).
Identifier I’élément limitant

Redfield (1934) et Fleming (1940) ont analysé la matiére organique particulaire

d’échantillons d’eau de mer afin de déterminer le contenu cellulaire en carbone, azote et
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phosphore du phytoplancton et du zooplancton. Le rapport moyen des atomes de ces trois
¢léments dans les échantillons de plancton était de 106C:16N:1P. La comparaison du rapport
N:P des nutriments disponibles a la valeur standard 16N:1P permet ainsi de déterminer 1’élément
présent en quantité¢ insuffisante. Pour la silice, la comparaison peut se faire au rapport N:Si de
1:1 déterminé pour les diatomées (Redfield et al. 1963, Brzezinski 1985). L’élément identifié
sera probablement le facteur qui limitera la biomasse algale capable de se développer. Toutefois,
les rapports ne doivent jamais é&tre utilisés seuls pour identifier I’élément limitant d’un
¢écosystéme. En effet, si les éléments sont présents en quantité excessive, le rapport ne fournira
pas d’information permettant 1’identification des nutriments potentiellement limitants (Lacaze
1996). 1l est alors nécessaire de faire appel a la dynamique d’assimilation des nutriments et de
prendre en compte la concentration pouvant limiter son assimilation par le phytoplancton
(Dortch & Whitledge 1992). Les valeurs seuils de la littérature en eaux marines coticres sont :

e N (NH; + NO3») <1 uM, P<0,5 uM et Si <5 uM (Fisher et al. 1988)

e N (NHs + NO3) <1 uM, P <0,1 uM et Si <2 puM (Justic et al 1995 et références

citées)

En fait, Dortch & Whitledge (1992) apportent la nuance suivante: si I’on utilise la
technique des concentrations et des ratios (limitation steechiométrique), la détermination des
¢léments limitants ne peut étre que potentielle. Si deux ratios indiquent qu’un nutriment donné
est le premier ¢lément limitant, mais que sa concentration est supérieure a la valeur seuil, alors la
limitation potentielle est « suggérée ». Si la concentration est inférieure a la valeur seuil, alors la
limitation par ce nutriment est « probable ».

Il faut souligner que les bactéries ont la capacité d’utiliser ou de relarguer des nutriments
pour compenser le ratio des éléments de la maticre organique utilisée pour la croissance
bactérienne, qui différe souvent de celui nécessaire a la biomasse bactérienne (Kirchman 2000).
Fukuda et al. (1998) ont établi un ratio C:N de 6,8 = 1,2 et 5,9 = 1,1 pour des assemblages
bactériens, respectivement cdtiers et océaniques. Ce ratio ne serait donc pas si différent de celui
généralement admis pour le phytoplancton. Le ratio C:P est généralement de 50 mais peut varier
fortement (Vrede et al. 2002), ainsi le ratio N:P bactérien serait en général de 7,4 en milieu cotier

et de 8,5 en milieu océanique.

Lorsqu’il est impossible de déterminer I’¢lément limitant sur la base des concentrations et
des rapports des concentrations des nutriments prélevés dans la colonne d’eau, ou si I’on désire

confirmer les résultats obtenus a partir de ces mesures, il est possible d’utiliser :

-12 -



Chapitre | - Introduction Générale

1. Les essais in vitro, dits « bioessais », qui consistent en 1’ajout de concentrations connues
de nutriments a des cultures d’algues standardisées ou a des populations naturelles dans
des conditions optimales de lumiére et de température.

2. Les corrélations entre les variables biologiques et les nutriments, déterminées in situ.

1.1.2.1.4. Apports de matiére organique et de nutriments dans les

écosystemes cotiers

Les apports en mati¢re organique dissoute et en nutriments dans le milieu peuvent étre de
type autochtone ou allochtone.

Les sources autochtones de mati¢re organique dissoute, utilis€ées par les bactéries avec
efficacité, sont la production phytoplanctonique dissoute (d’autant plus importante que le milieu
est pauvre en nutriments, Nagata 2000, Moran & Estrada 2002, Moran et al 2002), le « sloppy
feeding », ’excrétion et 1’egestion zooplanctonique, la dissolution des pelotes fécales, la lyse
virale et la remise en suspension des sédiments.

Les apports allochtones en maticre organique ou inorganique sont liés au lessivage des sols,
a la production primaire fluviale et aux activités anthropiques. Les différentes sources de
nutriments dans les écosystémes cotiers liées aux activités anthropiques sont (Howarth et al.
2000, Smith et al 1999 et références citées) :

e La combustion de matiéres fossiles qui constitue une source majeure d’apport en azote
(Lacaze 1996).

e Les eaux usées qui sont la somme des apports domestiques et urbains. Les apports
domestiques ou rejets ménagers contiennent des produits avides d’oxygéne et d’éléments
nutritifs. Les apports urbains sont constitués des eaux de lavage des rues, des trottoirs et des
marchés, des eaux usées des commerces et artisanats, et enfin des eaux de pluies.

e L’agriculture dont une part petite mais significative de 1’azote agricole total utilis¢ est en
exces par rapport aux besoins des plantes pour leur croissance. L’excés d’azote peut (1)
s’accumuler dans le sol, (2) se déplacer de la terre vers les eaux de surface, (3) migrer vers les
eaux souterraines ou (4) entrer dans 1’atmosphére via la volatilisation de 1’ammoniaque et la
production d’oxyde nitreux. Une large quantit¢ de phosphore minéral est exploitée et
transformée pour créer des engrais, dispersée a travers le monde sur des sols contenant déja des
réserves en phosphore. Une quantité non négligeable de phosphore s’accumule donc dans les

sols et est exportée par lessivage (Lacaze 1996).
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[.1.2.2. Eutrophisation et réseau trophique microbien
Les effets majeurs de 1’eutrophisation en milieu marin cotier reportés dans la littérature

sont généralement (Smith et al.1999) :

¢ [ ’accroissement de la biomasse phytoplanctonique et des algues épiphytiques.

¢ Des changements de la composition en espeéce phytoplanctonique vers des taxons qui peuvent
étre toxiques ou nuisibles.

e [ ’accroissement des blooms nuisibles de zooplancton gélatineux.

e Des changements dans la production, la biomasse et la composition spécifique des
macroalgues.

e Des changements dans la production, la biomasse et la composition spécifique des plantes
vasculaires.

e La réduction de la transparence de 1’eau.

e La mort et la disparition des coraux constructeurs de récifs.

e [’¢l¢évation du pH et la diminution de 1’oxygene dissous dans la colonne d’eau.

¢ Des changements de composition vers les espéces animales les moins désirables.

La plupart de ces conséquences ne sont observables que lorsque 1’écosystéme est déja treés
perturbé. L’étude des microorganismes, en tant qu’indicateurs des modifications des apports en
nutriments, permet d’avoir une expression rapide des changements survenant dans
I’environnement. En effet, les bactéries et les microalgues ont un taux de croissance
potentiellement rapide et sont trés liées aux cycles des éléments nutritifs. Ce sont donc des
indicateurs directs et sensibles de 1’état de I’écosysteme et des variations qui surviennent au sein
de celui-ci (Paerl et al. 2002, 2003). Des changements au sein des populations microbiennes
émergent souvent bien avant que des perturbations n’apparaissent dans les échelons trophiques
supérieurs et permettent donc d’intervenir avant que les conséquences se transmettent a
I’ensemble de 1’écosystéme. L’activité conjuguée des bactéries et de leurs consommateurs, dans
un systéme soumis a des apports extérieurs en maticre organique et en nutriments minéraux, peut
conduire a un surcroit de production de biomasse bactérienne et a une libération des éléments
nutritifs contenus dans la mati¢re organique allochtone qui, en s’ajoutant aux apports directs,
augmenteront I’eutrophisation (Figure 1.7). Ce phénomeéne est potentiellement plus important en
milieu oligotrophe ou le systéme est dominé par la boucle microbienne et ou les ressources

nutritives sont susceptibles de limiter la production planctonique.
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|.2. CADRE DE L’ETUDE

L’étude des conséquences de sur-enrichissements en nutriments sur le réseau trophique
planctonique d’un milieu, nécessite tout d’abord de connaitre les différentes sources possibles en
nutriments dans la colonne d’eau. Ainsi, apres une bréve description géographique de notre site

d’étude, nous nous intéresserons aux différentes sources de nutriments dans la colonne d’eau :

o les apports liés au systéme benthique,
o les apports terrigénes,
o les apports anthropiques.

[.2.1. DESCRIPTION GEOGRAPHIQUE

[.2.1.1. La Nouvelle-Calédonie

La Nouvelle-Calédonie (Figure 1.8A) se situe au nord du tropique du Capricorne dans
I’Océan Pacifique Sud entre les latitudes 19-23°S et longitudes 163-168°E. L’archipel est
constitué de la Grande Terre (ile principale), de trois groupes d’iles (les Loyauté, 1’Ile des Pins,
les Belep) et de quelques iles inhabitées. La Grande Terre est bordée par une couronne de
constructions récifales immergées dont la superficie (environ 8000 km?) est approximativement
la moiti¢ de celle de I’1le. La distance a la cote de ce récif-barriere varie de quelques kilometres a
65 kilométres environ. Ce récif délimite un lagon de 23400 km® dont la profondeur ne dépasse

guére 40 m (Dandonneau et al. 1981, Labrosse et al. 2000).

[.2.1.2. Le lagon sud-ouest

Le littoral du lagon sud-ouest (Figure 1.8B) de la Nouvelle-Calédonie est découpé avec de
larges baies et de nombreuses presqu’iles. On distingue du large vers la cote, un récif barriere
entrecoupé par des passes, un lagon externe, un plateau, un chenal, des baies puis un récif
frangeant. Le lagon externe, qui correspond a la zone d’arriére récif n’est profond que de 5 a 10
m. Le plateau constitue la plus grande aire du lagon et sa profondeur moyenne est de 20 m. le
plateau est entrecoupé par des chenaux pouvant dépasser 40 m, qui se dirigent vers le récif
barriére par un canyon sous-marin, puis une passe. Les passes coupent le récif-barriére avec des
profondeurs de 30 a 70 m (passe de Boulari) et 80 m (passe de Dumbéa). Le lagon interne est
constitu¢ de baies peu profondes. Le récif frangeant borde par endroits le rivage du lagon sud-

ouest.
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[.2.1.3. Hydrodynamisme local
La connaissance de I’hydrodynamisme d’un milieu d’étude est essentielle a 1’évaluation
des conséquences du phénoméne d’eutrophisation. En effet, elle peut en accentuer ou atténuer les

effets suivant ses caractéristiques (courantologie, temps de résidence).

Courantologie

La courantologie dans le lagon sud-ouest de Nouvelle-Calédonie est maintenant bien
connue depuis la validation d’un modele 2D (Douillet 1998) puis 3D (Douillet et al. 2001). Les
facteurs controlant la circulation des eaux du lagon sont la marée et surtout le vent. La direction
du courant de surface est contrainte par les limites du lagon et controlée par la direction du vent
(Douillet et al. 2001).

Dans cette région du Pacifique Ouest, le vent est dominé par des flux d’alizés venant
principalement de I’Est et du Sud Est. Les vents d’une orientation comprise entre 80 et 140°
représentent presque 70 % des directions de vent observées en moyenne journaliére sur I’année
(moyennes effectuées sur des données entre 1990 et 1996, Bujan 2000). Ces alizés (110°) sont
présents tout au long de I’année, et ponctuellement entrecoupés de coups de vent d’ouest (270°),
plus particuliérement en hiver. Lorsque le vent souffle au Sud-Est (vitesse moyenne 8 m.s™,
direction 110°), il pousse I’eau lagonaire de surface vers le Nord-Ouest (Figure 1.9A) et les eaux
océaniques oligotrophes du bassin de la Nouvelle-Calédonie entrent dans le lagon par le Sud puis
s’évacuent par les passes.

Le second régime de vent le plus fréquent, orienté a 1’Ouest, est caractéristique de la saison
hivernale ou des dépressions tropicales et des cyclones. La courantologie de surface induite par
ces vents entraine les eaux océaniques dans le lagon par les passes pour ensuite s’échapper par le
lagon sud. Ce régime de vent confine les eaux coticres dans les baies et limite leur

renouvellement, contrairement aux vents de Sud-Est (Figure 1.9B).

Temps de résidence des eaux

L’océan constitue une source de renouvellement du lagon en eau oligotrophe. Bujan (2000)
a tout d’abord estimé pour I’ensemble du lagon sud-ouest, et pour toutes les conditions de vent
simulées, que le temps de résidence moyen des eaux est de 10,9 jours. Il met en évidence que
pour un alizé de 8 m.s”, les temps de résidence sont inférieurs a 4 jours, avec des valeurs

maximales dans les baies (3 a 4 jours pour la baie de Dumbéa, 2 a 3 jours pour la baie de
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Boulari), et des valeurs minimales (quelques heures) dans le chenal lagonaire (plateau). Lors
d’un vent d’ouest de 8 m.s™', ou les apports extérieurs en eau oligotrophe proviennent de la mer
de corail par les passes, les temps de résidence moyens sont légerement plus faibles (excepté
dans la baie de Dumbéa et donc la Grande Rade ou ils sont plus élevés et > 4 jours) qu’en

condition d’alizé.

|.2.2. APPORTS PAR LE SYSTEME BENTHIQUE

1.2.2.1. Les récifs barriéres ou frangeants

Le lagon sud-ouest de Nouvelle-Calédonie est limit¢ par un récif-barriére et des récifs
frangeants bordent certaines zones du littoral. Le systéme récifal peut avoir une influence sur la
structure et la biomasse d’un systéme planctonique, soit par le biais d’apports en nutriments
supplémentaires soit par la prédation sélective des assemblages coralliens sur les organismes
planctoniques (Van Duyl et al. 2002 et références citées). L importance potentielle des récifs
comme facteur de controle du réseau trophique planctonique est abordée dans le paragraphe
suivant.

Trois types de fonds sédimentaires (Chardy et al. 1988) ont été définis dans le lagon sud-
ouest, en fonction des données sédimentologiques (Chevillon 1985, Debenay 1985) et des
caractéristiques biocénotiques du benthos :

e Les fonds envasés, situés prés des cotes et dans les anciens lits de rivieres maintenant
immergés

e Les fonds de sable gris qui couvrent la zone intermédiaire et sont constitués d’un sédiment
hétérogene

e les fonds de sable blancs, situés dans la zone d’arriére récif-barriére.

La répartition spatiale de ces fonds est respectivement de 30, 50 et 15 % sur I’ensemble du
lagon sud-ouest (Chardy et al. 1988, Figure 1.10) et les constructions coralliennes ne représentent
donc que 5 % de la zone d’étude. La plupart des études sur les sédiments lagonaires tropicaux se
rapportant aux zones récifales, barriéres ou frangeantes, mettent en évidence des matériaux
venant en majorit¢ des constructions coralliennes et d’algues calcaires. Au contraire, les
sédiments du lagon sud-ouest sont essentiellement d’origine biogene (foraminiferes, articles
d’Halimeda ou débris de mollusques) et méme dans les fonds blancs d’arriére récif, la

contribution des débris coralliens est minoritaire (Chevillon 1996).

-20 -



Chapitre | - Introduction Générale

La faible influence des structures coralliennes sur la composition des sédiments, leur faible
pourcentage par rapport aux autres horizons sédimentaires permet de poser 1’hypothése d’une
influence négligeable des structures coralliennes sur le réseau trophique planctonique dans la

majeure partie du lagon étudié.
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Figure 1.10 —Caractérisation sédimentologique du lagon sud-ouest (Chardy et al. 1988)

1.2.2.2. Interface benthos-pelagos

Les fonds non coralliens du lagon sud-ouest de Nouvelle-Calédonie ont fait 1’objet de
nombreuses études, tant au niveau de la composition des communautés benthiques (Chardy et al.
1987, 1988, Garrigue 1995, 1998, Garrigue & DiMatteo 1991, Garrigue et al. 1992) que de
I’évaluation des flux a I’interface eau-sédiment (Boucher & Clavier 1990, Boucher et al. 1994a,
1994b, Clavier et al. 1994, 1995, Clavier & Garrigue 1999, Grenz et al. 2003).

En terme de biomasse, le fonds du lagon sont dominés par des algues charnues, calcaires et
des phanérogames (62,5 %, 24,3 % et 13,2 %, respectivement). Les fonds trés envasés pres des
cotes ou trés profonds et les fonds blancs d’arriere récif-barriére ne supportent pas de

macrophytes. Sur les fonds gris, la part principale de la biomasse est constituée par des algues
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calcifiées. Ces especes vont surtout entrer dans le réseau trophique sous forme de détritus. Mais
ces produits de dégradation se composent essentiellement de molécules complexes réfractaires
difficilement dégradées par les micro-organismes (Garrigue 1995). Ce transfert de maticre vers
la colonne d’eau reste donc assez minime.

A partir de 1’étude des flux de sédimentation, Clavier et al. (1995) mettent en évidence une
faible contribution de la production primaire pélagique dans I’alimentation du compartiment
benthique. Ces auteurs montrent que la principale source de carbone organique sédimentée est
d’origine allochtone et provient du récif ou de la zone cdtieére, ce qui suggeére un relatif
découplage du benthos et du pelagos dans le lagon.

De méme I’étude des flux métaboliques (respiration et production primaire brute) a
I’interface eau—sédiment met en évidence a partir du rapport moyen de la production brute a la
respiration que les sédiments du lagon sud-ouest sont en moyenne hétérotrophes (Clavier &
Garrigue 1999). La production primaire benthique, maximale a proximité du récif, devient
minimale dans les fonds blancs envasés. Il est possible de distinguer deux types de fond selon
ces bilans. Le premier est constitué¢ de sédiments significativement hétérotrophes avec de faibles
flux métaboliques et correspond aux dépdts vaseux pres des cotes et aux parties les plus
profondes du lagon. Ces sédiments sont soumis a des courants de faible vélocité (Douillet 1998)
et sont les principaux sites ou se dépose le carbone organique particulaire (Clavier et al. 1995).
Le deuxi¢me type de fond, autotrophe, est composé des sables gris et blancs. Ces fonds, sous
influence de forts courants de marée (Douillet 1998), sont composés de communautés benthiques
avec de fortes biomasses de phanérogames et les produits de la production primaire benthique
sont utilisés directement par les métabolismes locaux (Clavier & Garrigue 1999). Ces auteurs
estiment que les deux tiers des fonds du lagon sont hétérotrophes, ce qui implique des apports

extérieurs par les écosystémes adjacents pour les alimenter.

Les apports en nutriments dans le systéme pélagique provenant du systéme benthique sont
donc considérés dans la plupart des cas comme négligeables. Cependant, la remise en suspension
de sédiments par un forgage physique (vent) dans les zones de faible profondeur peut parfois

permettre un enrichissement du milieu en éléments nutritifs.
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|.2.3. APPORTS TERRIGENES

[.2.3.1. Hydrologie des cours d’eau

Les principales riviéres débouchant dans le lagon sud-ouest sont du Sud vers le Nord : la
riviere de Prony en baie de Prony, la riviére des Pirogues et la Coulée en baie de Boulari, la
Dumbéa en baie de Dumbéa, la Tontouta, la Ouengi et la Ouaméni en baie de Saint-Vincent
(Figure 1.11). Elles déversent dans le lagon des eaux douces chargées en particules. Le relief
accidenté, I’imperméabilité locale des sols et I’'importance des intensités pluviométriques
occasionnent un fort ruissellement qui donne naissance a une multitude de « creeks » au régime
violent et irrégulier. Ces torrents impétueux charrient lors des crues (au moment des cyclones
Baltzer & Trescases 1971, mais aussi au cours de I’année Baltzer 1969) des débits solides,
abondants, allant de la boue aux galets de plusieurs dizaines de centimétres (Moniod & Mlatac
1968). En effet, la Nouvelle-Calédonie recoit en moyenne 1700 mm de pluie par an (Moniod &
Mlatac 1968). L’altération des roches des bassins versant est donc trés importante (Trescases

1975) et les eaux de riviere charrient alors une grande quantité de matiere solide vers le lagon.
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Figure 1.11 — Réseau hydrographique partie Sud de la Grande Terre. Les aires colorées
représentent les bassins versants des riviéres qui nous intéresseront plus particuliérement dans
cette étude (V. Chevillotte, non publiée).
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1.2.3.2. Caractéristiques des apports terrigénes
Fréquence
La fréquence et I’importance des apports terrigénes sont étroitement liées aux conditions

pluviométriques et donc climatiques.

La Nouvelle-Calédonie est située dans la zone intertropicale, juste au nord du tropique du
Capricorne. La variation annuelle de la position de la ceinture anticyclonique subtropicale
(ZCIT, Zone de Convergence InterTropicale) et celle des basses pressions intertropicales
déterminent deux saisons principales séparées par deux intersaisons.

e La premicre saison principale, dite « saison chaude et humide », de novembre a avril, est liée
a la position de la ZCIT au niveau du 15°™ paralléle sud, entrainant un air chaud et humide et
une ¢élévation de la température des eaux jusqu’a 26-27°C. La forte température des eaux
océaniques est alors responsable de la création de dépressions tropicales et de cyclones a cette
période, avec une moyenne annuelle de 1,5 cyclones par an.

o La seconde saison, dite « saison fraiche », de juin a aolt, résulte du déplacement vers le
Nord de I’équateur de la ZCIT permettant aux dépressions polaires de se rapprocher de la
Nouvelle-Calédonie. Pendant cette période la température des eaux peut atteindre 21-22 °C et le
territoire est soumis a des pluies pouvant étre fortes.

Deux saisons de transitions permettent le passage de la saison humide a la saison fraiche :

J d’avril a mai, marquant la fin progressive des fortes précipitations et de la chaleur estivale,
o de septembre a novembre, la saison la plus séche, accompagnée d’une augmentation de la
température et d’un retour des alizés.

A ces variations saisonnieres s’ajoute l’influence du phénomene climatique El Nifo
(ENSO, El Nino Southern Oscillation). Durant les périodes El Nito, la ZCIT se déplace le long
de I’équateur et les masses d’eaux associées comme les eaux chaudes du Pacifique Ouest-Central
sont déplacées vers I’Est (Delcroix & Lenormand 1997). Le principal effet de ’ENSO dans cette

zone est une période séche de plus longue durée et une diminution significative de la fréquence

des cyclones.

De par ces caractéristiques climatiques, les pluies sur les bassins versants sont tres
variables tant au niveau mensuel qu’annuel. La variabilité interannuelle des précipitations est en
effet trés importante, pouvant varier du simple au quintuple. L’irrégularité mensuelle est encore

plus grande avec une période des pluies d’octobre a février, ou les précipitations les plus fortes
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sont liées aux cyclones ou aux dépressions tropicales. A cette irrégularité des chutes de pluie est
liée celle des débits des rivieres. La pente importante des bassins versants et la faible

perméabilité des sols ne font qu’accuser ces écarts au lieu de les amortir.

Composition des apports terrigénes

La Nouvelle-Calédonie, contrairement a la plupart des iles du Pacifique, n’est pas d’origine
volcanique. Prés du tiers de sa surface totale est couverte de roches ultrabasiques'. Constitués de
telles roches, les sols des bassins versants des rivieres du lagon sud-ouest sont pratiquement
dépourvus d’aluminium et composé€s essentiellement de silicium et de magnésium, éléments tous
deux solubles dans les conditions de surface. La roche mére contient, en teneurs anormalement
¢levées, des éléments que 1’on range habituellement dans le cortége des éléments traces comme
le nickel, le chrome, et le cobalt. Le lessivage des roches ultrabasiques et la production de
latérites enrichies en métaux (en particulier en fer, manganése, cobalt, chrome et nickel)
facilitent donc le transport de ces métaux vers le lagon (Ambatsian et al. 1997).

Peu de données existent sur la composition en matiére organique et inorganique des
rivieres. Seul Trescases (1975) a mesuré les concentrations en minéraux sur la riviere Dumbéa.
Les concentrations moyennes de silicates dans les eaux de la riviére, calculées sur quatre années
d’observation pour la Dumbéa Est, et trois années pour la Dumbéa Nord, sont de 233 pM.I"' de
SiO, pour la Dumbéa Est avec un débit moyen de 3,42 m’.s™ et de 240 uM.I"" de SiO; pour la
Dumbéa Nord avec un débit moyen de 1,58 m’.s™. Rougerie (1985) mesure dans le lagon des
concentrations en silice variant de 1,8 uM au niveau des passes a des teneurs supérieurs a 20 uM
dans les baies. Sur le lagon sud-ouest, les concentrations moyennes en silicate mesurées par

Rougerie (1985) sont de 4,3 uM.

Ces apports terrigénes permettent donc d’avoir une source d’approvisionnement en silice
dissoute non négligeable, qui ne devrait donc pas constituer un élément limitant la production

autotrophe.

' Roche magmatique contenant moins de 45% en poids de SiO,.
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Figure 1.12 — Carte de la composition des sédiments en carbonates (C. Chevillon, non publié).
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Zone d’influence des apports terrigenes dans le lagon

L’¢tude de la teneur en carbonate des sédiments permet d’évaluer I’impact des apports
terrigénes sur le lagon. Les concentrations indiquent une influence terrigéne prédominante pres
de la cote et décroissant vers le récif-barriére. Ainsi, I’influence des apports terrigénes sur la
sédimentologie du lagon sud-ouest reste faible, malgré des apports non négligeables (Figure
1.12). Il est donc probable que la circulation hydrodynamique permette une dilution rapide des

apports terrigeénes en limitant fortement leur sédimentation.

|.2.4. APPORTS ANTHROPIQUES

L’industrie miniére est la principale ressource économique de la Nouvelle-Calédonie. Les
minerais exploités depuis 1875 sont le chrome, le fer, le cobalt, le manganése, 1’or, le cuivre, le
plomb, I’argent et le charbon, mais le nickel est de loin la principale ressource minérale du pays
(Labrosse et al. 2000). Les conséquences de 1’exploitation miniére sur le lagon, dont les apports
en métaux dans le milieu s’ajoutent aux apports naturels, sont de deux sortes :

1. Une sédimentation accrue liée a 1I’apport supplémentaire de particules du fait de la
déforestation et donc de 1’érosion plus importante des sols. Cette sédimentation a
des conséquences sur les récifs frangeants, autant sur les organismes benthiques
que pélagiques en entrainant une augmentation des dépdts de particules et une
diminution de la pénétration lumineuse.

2. Une contamination probable des organismes marins par les métaux (Breau 2003,

Warnau et al. sous presse)

Outre les apports en ¢léments nutritifs sous forme organique ou inorganique liés aux
rivieres et a la présence de mangroves dans les fonds de baie, la ville de Nouméa contribue de
manicre significative aux apports en nutriments dans le lagon. La population de Nouvelle-
Calédonie est estimée a 220500 habitants (ISEE, 2004). La ville de Nouméa concentre 60 % de
cette population et 75 % des industries. La densité y atteint 1425 hab.km™ contre 4 hab.km™ hors
de la ville. Les apports urbains, véhiculés par les principaux émissaires d’effluents domestiques
sont pour la plupart rejetés dans le lagon sans traitement, notamment en baie de Sainte-Marie et

dans la Grande Rade.

_27 -



Chapitre | - Introduction Générale

Baie de
Dumbéa

,_|
=N
gl\
El
o p
U 4
g
5 2

. o
‘ﬂo
=
A
—
‘ 5

Baie de
Sainte-Mari

s

lagon ouest
iy / |

~, agon sud

plec.

- -22°30'
Passe de Boulari 'g - )
N == Influence anthropique &\ \ @éﬁ -
’ nfluencs temigene \ Par vent de régime Sud-Esty .
Eaux oligotrophes \ 7 _
+ Industrie miniére \ J
166°10' 166°20' 166°30' N

Figure 1.13 — Le lagon sud-ouest de Nouvelle-Calédonie. Des zones sous différentes influences.

La ligne en tirets figure la distinction entre lagon ouest et lagon sud.
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[.2.5. UN LAGON SOUS DIFFERENTES INFLUENCES

Les principales sources d’éléments nutritifs du réseau trophique planctonique dans le lagon
sud-ouest sont donc les apports terrigénes et ceux liés aux activités anthropiques. Les apports
terrigénes sont importants, mais irréguliers, et présentent une zone d’influence peu étendue sur le
lagon. Les apports anthropiques sont réguliers et en continuelle augmentation. Les courants
permettent un renouvellement périodique des eaux lagonaires par I’apport d’eaux océaniques.

Ces différentes caractéristiques font du lagon sud-ouest de Nouvelle-Calédonie un site
d’¢étude particulierement adapté pour la compréhension de I’impact des apports anthropiques et
terrigénes sur le réseau trophique microbien en milieu oligotrophe. On distinguera au cours de
cette étude différentes zones géographiques en fonction des influences dominantes auxquelles

elles sont soumises (Figure 1.13) :

e [a baie de Boulari est essentiellement soumise aux apports terrigenes véhiculés par la riviere
La Coulée et de maniere plus indirecte par la riviere des Pirogues. Ces deux rivieres drainent des
bassins versants présentant des activités d’extraction minicres passées et présentes importantes.

e La baie de Dumbéa est soumise pour une large part aux apports terrigenes de la rivicre
Dumbéa, et pour partie aux apports industriels de I'usine de traitement de minerai de nickel
(Grande Rade).

e La Grande Rade est caractérisée par la présence de I'usine pyrométallurgique gérée par la
“Société Le Nickel ” en fond de baie et recoit en outre des eaux usées.

e La baie de Sainte-Marie est sous influence anthropique en recevant les eaux usées non
traitées du quartier de Sainte-Marie.

Les autres zones lagonaires, plus éloignées des influences anthropiques et terrigénes sont a priori
les zones les plus oligotrophes. Dans certains cas, une partie lagon sud et une partie lagon ouest
seront distinguées. La partie sud est en effet la plus oligotrophe, car directement sous 1’influence

des apports dominants en eaux océaniques.
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|.3. OBJECTIFS DE L’ETUDE

Les changements induits par I’activité humaine dans le cycle des nutriments n’ont pas lieu
de maniére uniforme a travers le monde. Les perturbations les plus importantes se concentrent
dans les zones ou la densité de population humaine et la production agricole sont les plus fortes.
La plupart des bilans effectués sur le théme de 1’eutrophisation ne traitent que des états de
I’hémisphere nord et plus précisément européens (Cognetti 2001) ou des Etats Unis (Howarth et
al. 2000) ou les eaux cotieres sont naturellement riches dans la plupart des cas (exception faite de
la Méditerranée). Ces €tudes ne sont généralement pas applicables aux conditions des eaux
tropicales coralliennes qui sont souvent de type oligotrophe. Les eaux du lagon sud-ouest sont
sous I’influence des eaux océaniques environnantes et des apports terrigenes (limités aux stations
proches de la cote) lui conférant un caractére oligotrophe a mésotrophe. Autour de Nouméa les
apports urbains conduisent a des concentrations localement plus élevées en éléments nutritifs, on
s’attend donc a ce que le systéme passe d’un réseau microbien & un réseau de type herbivore
(Legendre & Rassoulzadegan 1995) du lagon vers les zones urbaines. La structure des premiers
échelons du réseau trophique planctonique pourrait alors constituer un indicateur sensible de

I’état du milieu.

Le plancton du lagon sud-ouest de Nouvelle-Calédonie n’a fait ’objet que de trés peu
d’études. Si le compartiment bactérien n’a jamais ¢été étudié, les compartiments
phytoplanctonique et zooplanctonique n’ont fait 1’objet que de quelques rares travaux. Ces
études réalisées sur le plancton nous apportent les informations suivantes. La concentration en
chlorophylle a moyenne mesurée dans le lagon sud-ouest entre 1976 et 1979 est de 0,57 pg.l™,
pour des valeurs comprises entre 0,26 et 1,01 pgl”'. Les concentrations sont généralement
inférieures a 0,3 pg.l” vers la partie sud du lagon ou dans les eaux superficielles océaniques
(Rougerie 1985). Des prélévements effectués en 1973 dans les eaux océaniques proches
indiquent une dominance du phytoplancton en coccolithophoridés, les espéces dominantes étant
Coccolithus huxleyi et Gephyrocapsa oceanica (Desrosieres 1975). A 1’opposé, des
dénombrements effectués entre 1977 et 1979 de manic¢re mensuelle dans différentes zones du
lagon montrent une prédominance en Chaetoceros (Diatomées) dans les baies ou la concentration
en ¢éléments nutritifs est plus importante. Les communautés du chenal lagonaire, ou les
conditions physico-chimiques sont stables, sont homogenes et composées de tous les taxons

(Cardinal 1983).
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Ces travaux pionniers montrent donc des situations trophiques suffisamment contrastées pour
avoir une influence sur la structure des communautés phytoplanctoniques, avec une dominance
de coccolithophoridés en milieu pauvre, et une dominance de diatomées en milieu enrichi par les
apports continentaux. Les dénombrements de copépodes remontent aussi a la fin des années
1970. Leur répartition spatiale n’est pas homogene et des différences de peuplements sont
observables en fonction des caractéristiques des apports terrigénes (Binet 1984, 1985). Acartia
australis domine la population de copépodes aux abords du récif. A. amboinensis est le plus
abondant dans les zones les plus profondes des baies, alors que Canthocalanus pauper,
Paracalanus parvus, Bestiola sp., Centropages orsinii, A. bispinosa sont caractéristiques des

fonds de baie.

Ces premicres observations mettent en évidence des changements spécifiques de certains
compartiments planctoniques en relation probable avec les conditions nutritives du milieu.
L’objectif général de ce travail est donc d’établir quelles sont les réponses des
compartiments phytoplanctoniques et bactériens aux modifications des conditions
environnementales en fonction des concentrations en éléments nutritifs. Les réponses sont
étudiées en terme de stock (biomasse) et de flux (production de biomasse, demande bactérienne
en carbone) et également en terme de structure des peuplements. Pour atteindre cet objectif
général, les producteurs primaires et les bactéries ont été étudiés selon les stratégies

d’échantillonnage et les méthodes d’analyses présentées dans le Chapitre II.

La sensibilit¢ d’un milieu au sur-enrichissement en éléments nutritifs est fonction d’autres
facteurs pouvant interagir dans le processus d’eutrophisation. Parmi ces facteurs, les conditions
climatiques induisent des variations naturelles des paramétres descripteurs des espéces
phytoplanctoniques et bactériennes. Le lagon est soumis a des fluctuations saisonniéres des
variables physiques et météorologiques telles que la température, la salinité¢, le vent ou
I’irradiance (Bujan 2000, Douillet et al. 2001, Pinazo et al. 2004, Ouillon et al. soumis). La
biomasse phytoplanctonique lagonaire, attestée par la concentration en Chl.a, montre aussi
I’existence d’une saisonnalité faible, mais mesurable, a laquelle se juxtaposent des variations a
court terme (semaine, Binet & Leborgne 1996) et des différences interannuelles prononcées
(Clavier et al. 1995, Binet & Leborgne 1996). Ces fluctuations temporelles en Chl.a sont
¢galement observables dans I’océan proche (Dandonneau & Gohin 1984, Dupouy non publié).

Dans ce contexte, les premiers objectifs de cette étude sont (1) de caractériser les variations des
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abondances et activités phytoplanctoniques et bactériennes, et des nutriments a différentes
échelles de temps allant de I’heure a la saison, et (2) de comprendre dans quelle mesure les
paramétres environnementaux physiques influencent ces variables biologiques. Les biomasses et
activités planctoniques montrent une variabilité a court terme trés importante en regard des
amplitudes saisonniéres (Jacquet 2001), ¢’est pourquoi le suivi annuel réalisé d’avril 2002 a avril
2004 a été réalisé a une fréquence d’acquisition élevée, hebdomadaire a bi-mensuelle (Chapitre

110).

Une fois établie la représentativité temporelle des différentes variables biologiques, 1’objectif
suivant est d’établir la réponse des premiers échelons du réseau trophique planctonique aux
variations locales en éléments nutritifs (Chapitre V). La détermination du premier élément
limitant la production planctonique est essentielle dans 1’é¢tude de I’eutrophisation. Pour cela,
deux approches sont a priori possibles a partir des données in situ. Les concentrations en
nutriments et leurs rapports respectifs sont le plus souvent comparés aux rapports de Redfield
pour évaluer I’élément le plus susceptible d’étre limitant (cf. 1.1.2.1.3.). Une autre méthode
consiste a déterminer les corrélations entre biomasses, productions et taux de croissance
phytoplanctonique et bactérienne, d’une part, et les concentrations en nutriments, d’autre part,
dans une gamme de situations la plus étendue possible. Cette étude spatiale fournit une
opportunité de comparer ces deux approches.

En milieu océanique, le bactérioplancton hétérotrophe est alimenté en carbone organique par
la production primaire. Dans cette situation, le bactérioplancton est considéré comme un
compétiteur efficace du phytoplancton pour les nutriments minéraux (Kirchman 2000) et il
pourrait donc limiter la production primaire en mobilisant les nutriments lorsqu’il n’est pas
limit¢ en carbone (Drakare 2002). A 1’opposé, dans les écosystémes soumis a des apports
extérieurs comme les baies les plus anthropisées du lagon de Nouvelle-Calédonie, les bactéries
hétérotrophes, en utilisant la matieére organique allochtone pour produire un surcroit de biomasse
bactérienne et en libérant une partie des nutriments de cette mati¢re organique (notamment au
cours de leur prédation par les protistes), devraient tendre a aggraver le phénomene
d’eutrophisation. Aux situations les plus altérées, une part de la demande en carbone bactérien
devrait donc étre assurée par les apports allochtones et non par la seule production primaire

planctonique” et la demande en carbone bactérien devrait donc excéder la production primaire.

? La production primaire benthique est insignifiante aux stations les plus riches (Pringault, pers. comm.).
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Cette étude a I’échelle spatiale a donc également pour objectif d’évaluer les relations entre la
production bactérienne et la production primaire, en répondant aux questions suivantes : (1) La
production bactérienne est-elle liée a la production primaire sur la gamme de situations
trophiques rencontrées ? (2) Que représentent la production bactérienne et la demande
bactérienne en carbone par rapport a la production primaire ? (3) La demande bactérienne en
carbone augmente-t-elle plus rapidement que la production primaire en remontant les gradients
d’enrichissement ? (4) Excéde-t-elle la production primaire aux sites les plus altérés par les

activités humaines ?

Enfin, les mesures globales des stocks et des flux au sein des compartiments planctoniques ne
caractérisent qu’incomplétement les changements induits par les apports anthropiques et leurs
conséquences potentielles. La taille et la composition spécifique de ces communautés sont en
effet susceptibles de conditionner largement les transferts de carbone (Fuhrman 1992) et de
contaminants métalliques (Wang 2002) vers les niveaux supérieurs des réseaux trophiques.
Quelques rares études montrent par ailleurs des interactions entre dynamique des contaminants
métalliques et des nutriments (Riedel & Sanders 2003). Des changements de composition des
communautés phytoplanctoniques sont généralement observés lors de I’eutrophisation d’un
milieu (Smith et al. 1999). Une seconde approche, plus qualitative, s’est donc intéressée a la
structure des peuplements phytoplanctoniques en fonction de I’eutrophisation (Chapitre V). Les
questions qui sont traitées sont : (1) La taille du phytoplancton change-t-elle avec la disponibilité
en nutriments ? (2) Peut-on observer des variations cohérentes de la composition des
assemblages de picophytoplancton et de microphytoplancton en fonction des concentrations en
nutriments ?

Enfin, la structure des communautés bactériennes peut également changer en fonction des
ressources nutritives (Pinhassi & Berman 2003). Il est encore difficile de lier la structure des
assemblages microbiens a leurs potentialités cataboliques, et donc d’anticiper les conséquences
potentielles d’éventuels changements communautaires en réponse a [’eutrophisation. Une
premicre évaluation de la structure de ces communautés en liaison avec les conditions
environnementales a donc nécessairement une vocation essentiellement descriptive. Ainsi le
dernier objectif de ce travail est d’évaluer la structure des communautés bactériennes en milieu
lagonaire non perturbé, et son évolution en fonction des conditions d’eutrophisation (Chapitre
VI). Pour cela ce travail tentera de répondre aux questions suivantes : (1) Peut-on distinguer, et

donc doit-on traiter indépendamment, la structure des communautés bactériennes libres et
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attachées aux particules ? (2) La structure des communautés de bactérioplancton montre-t-elle
des variations temporelles importantes dans une zone du lagon Sud-Ouest ¢loignée des impacts
humains ? (3) Peut-on mettre en évidence des variations spatiales des communautés bactériennes
associées aux enrichissements induits par les apports terrigeénes et anthropiques ?

Mon travail de theése a été effectué dans le cadre des recherches sur la caractérisation et la
modélisation des échanges dans un lagon soumis a des influences terrigénes et anthropiques
menées par 'UR 103 de I'IRD. Cette étude s’intégre plus particulierement dans 1’axe de
recherche « réponses des biocénoses planctoniques » et s’intégre dans le chantier PNEC de
Nouvelle-Calédonie. Outre le support financier de I'IRD et du PNEC, ce travail a été soutenu par
le programme ZoNéCo (opération: « Indicateurs de 1’Etat de I’Environnement») et un
financement du Ministéere de I’Outre-Mer (« Biodiversité planctonique dans le lagon de

Nouvelle-Calédonie »).
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CHAPITRE II. MATERIELS ET METHODES

La description des différents compartiments du réseau trophique microbien étudi¢ dans ce
travail de theése a nécessité I’'utilisation de techniques variées. Ainsi, nous avons alli¢ la
description physico-chimique du milieu a des techniques propres a I’étude du compartiment
microbien, comme la mesure des activités bactérienne et phytoplanctonique par incorporation de
radiotraceurs, la description des communautés phytoplanctoniques par microscopie et celle des
communautés bactériennes par approche moléculaire. Ces techniques ont pour la plupart été
réalisées au centre IRD de Nouméa, d’autres ont nécessité la collaboration de laboratoires

extérieurs. Les détails de ces approches sont développés et illustrés dans ce chapitre.

II.L1. STRATEGIE D’ECHANTILLONNAGE

[1.1.1. ECHANTILLONNAGE SPATIAL

[1.1.1.1. Choix des sites d’échantillonnage
Les stations sont réparties sur le lagon selon des gradients cote — large pour couvrir des
situations trophiques les plus étendues possible. Cinq radiales composées de 6 stations sont
réparties dans 4 baies proches de Nouméa et dans le chenal lagonaire (Figure I1.1)
Les baies échantillonnées sont :

e La baie de Sainte-Marie : Cette baic d’une superficie de 4 km” est bordée de récifs

frangeants et la partie centrale est couverte d’un champ corallien mélé a des macroalgues. Les
trois principaux bassins versants urbanisés qui débouchent sur la baie de Sainte-Marie couvrent
une superficie totale de 225 ha pour un nombre total de 23 000 habitants, soit une densité de
10 000 hab.km™. Ainsi, environ 6000 m’ d’eaux usées non traitées sont délivrés chaque jour a
travers 49 exutoires dans cette baie qui se trouve ainsi soumise a un net gradient
d’eutrophisation. Depuis quelques années on observe un fort envasement du récif frangeant situé
au fond de la baie et sa colonisation par un peuplement extrémement dense d’algues vertes (Ulva
principalement). Les apports anthropiques véhiculés par les principaux émissaires d’effluents
domestiques et directement rejetés sur le platier récifal sont vraisemblablement a I’origine de

I’eutrophisation de la frange littorale.

-35-



Chapitre Il - Matériels et Méthodes

V)
Baie de Sainteme
0

- -22°30'

Passe de Boulari

166°10' 166°20' 166°30' N7

Figure II.1 — Stations échantillonnées dans le lagon SW de Nouvelle-Calédonie. Les stations
M33 (Chenal lagonaire) et N12 (Baie de Sainte-Marie) ont fait ’objet d’un suivi annuel d’Avril
2002 a Avril 2004 et de suivis journaliers en Avril 2002 et Juin 2003. La station A24 a été
échantillonnée en septembre 2000 pendant un cycle de 24 heures.
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e La Grande Rade : Située a 1’ouest de la péninsule de Nouméa, elle débouche dans la

baie de Dumbéa. Cette baie est sous influence urbaine et industrielle notamment par la présence
de la Société Le Nickel, qui utilise I’eau de mer comme liquide de refroidissement. De petites
industries de traitement des métaux et des matieres plastiques présentes autour de la baie
é¢mettent également des produits polluants dans le milieu dont ni la quantité ni la qualité ne sont
surveillées.

La baie de Sainte-Marie et la Grande Rade sont considérées comme les baies
potentiellement les plus anthropisées.

e La baie de Dumbéa et la baie de Boulari: Ces baies sont sous influence quasi

exclusivement terrigene, par les rivieres Dumbéa et la Coulée.

e En outre, une radiale lagonaire allant de la sortie de la baie de Dumbéa a la passe de

Dumbéa est échantillonnée afin de se soustraire de toute influence anthropique ou terrigéne.

11.1.1.2. Fréquence d’échantillonnage
Chaque sortie en mer permet d’échantillonner une radiale compléte, toujours a la méme
heure (entre 6 et 8 heures). Une série de 5 radiales a été échantillonnée a trois périodes
différentes de I’année (Tableau II.1). La représentativité a la journée des mesures de production
bactérienne, de biomasse phytoplanctonique et des éléments nutritifs a été testée au cours de

cycles journaliers (cf. § 11.1.2.2.).

Tableau II.1 - Périodes d’échantillonnage des radiales

Radiale Période 1 Période 2 Période 3
Sainte-Marie 23 avril 2002 20 aout 2002 7 janvier 2003
Grande-Rade 18 avril 2002 23 aolt 2002 10 janvier 2003
Dumbéa 15 mai 2002 22 aolt 2002 9 janvier 2003
Boulari 25 avril 2002 21 aolit 2002 8 janvier 2003
Chenal lagonaire 24 mai 2002 19 aott 2002 15 janvier 2003

11.1.1.3. Profondeur de prélévement
L’¢échantillonnage simultané de 6 stations par radiale n’autorise pas le prélévement sur
I’ensemble de la colonne d’eau. L’eau est prélevée a 3 m de profondeur pour éviter la couche de
dessalure éventuelle aprés les précipitations. La représentativité de la mesure a 3 m sur la
colonne d’eau a été évaluée en utilisant les mesures de fluorescence in situ, indicatrices de la

biomasse phytoplanctonique, acquis par une sonde CTD lors de prélevements effectués en Mars-
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Avril 2001. Un test de comparaison de moyenne (test-t modifi¢) a été appliqué sur les moyennes
de la tranche 2-4 m et sur celle de I’ensemble de la colonne sur les 79 profils ou les moyennes de
2 a 4 m sont disponibles. Les résultats du test montrent que la tranche 2-4 m ne donne pas une
moyenne différente de la colonne d’eau compléte (au seuil 0,01) dans 25 cas. Elle est supérieure
dans 16 cas et inférieure dans 38 cas. Ces écarts sont toutefois assez modérés en moyenne. En
effet, la moyenne dans la colonne 2-4 m représente 0,83 fois la moyenne dans la colonne d’eau
sur les profils sous estimés et 1,17 fois la moyenne dans la colonne d’eau sur les profils
surestimés. Ainsi, les tests réalisés sur les moyennes de la fluorescence in vivo de la chlorophylle
a dans la tranche 2-4 m et dans la colonne d’eau compléte, montrent que les prélévements

effectués a 3 m sont représentatifs de la colonne d’eau a + 20 %.

[1.1.2. ECHANTILLONNAGE TEMPOREL

[1.1.2.1. Choix des sites d’échantillonnage

Deux stations ont été choisies pour faire I’objet d’un suivi a plus haute fréquence sur une
année. La station M33 a été choisie d’une part pour sa représentativit¢ du chenal lagonaire, et
d’autre part parce qu’elle faisait partie d’un suivi temporel réalisé de 1979 a 1983 (Binet & Le
Borgne 1996). Une deuxieéme station, N12 située dans la baie de Sainte-Marie a été choisie
comme exemple de site sous forte influence anthropique. Ces 2 stations présentent I’avantage de
pouvoir étre échantillonnées au cours d’une méme sortie en mer de moins de 2 h. Les
prélevements pouvaient ainsi étre traités au laboratoire moins de 1h30 aprés le premier

prélévement.

[1.1.2.2. Fréquence d’échantillonnage

Suivi saisonnier

Au cours du programme ECOTROPE, un suivi temporel a été effectué selon une fréquence
mensuelle. Cette fréquence n’est toutefois pas suffisante pour mettre en évidence la saisonnalité
modeste du lagon sud-ouest (SW) de Nouvelle-Calédonie. En effet, seule la moyenne normalisée
d’environ 30 stations réparties sur le lagon SW fait apparaitre des variations saisonnicres. Pour le
suivi saisonnier réalisé sur les deux stations M33 et N12, le choix s’est donc porté sur une
fréquence de prélevement hebdomadaire pendant les périodes des maxima attendus de biomasse
phytoplanctonique en Avril-Mai et Décembre-Janvier selon Binet & Le Borgne 1996 (Figure

I1.2) et bimensuelle le reste de I’année.

-38 -



Hg.I*

Chapitre 1l - Matériels et Méthodes

. 1979 1980

0.8

05 79

0.3 4

0.0

T T T T T T T T T
mai  juil sept nov janv mars mai juil sept oct déc féwr avr juin aolt oct déc féwr avr juin aolt oct déc févr avr juin aolt oct

Figure I1.2 — Suivi hebdomadaire de la chlorophylle a de 1979 a 1983. Les points représentent
la moyenne des 3 stations proches de Nouméa et les barres représentent 1’erreur standard. La
courbe figure la moyenne mobile de période 4 (données de Binet & Le Borgne 1996).

Cycle journalier

Afin de connaitre la variabilité intrinséque des mesures sur 24h (c’est a dire hors des
forgages physiques) et de vérifier la représentativité des mesures ramenées a la journée, des
cycles journaliers ont été réalisés en Septembre 2000 (cycle de 24h en station A24), en Avril
2002 (cycle de 48 heures en stations M33 et N12) et en Juin 2003 (cycle de 24 heures en station
M33). Les stations A24 et M33 ont été choisies car, situées dans des zones lagonaires
homogenes et loin des apports des rivieres, les mouvements des masses d’eau liés a la marée ou
au vent sont peu susceptibles d’influer sur les mesures. La station N12 a ¢été choisie afin d’étre
sous influence anthropique. Les prélévements ont été généralement effectués 3 m sous la surface

et parfois 3 m au dessus du fond.

11.1.2.3. Profondeurs de prélévement
Au cours de I’étude saisonniére, les deux stations échantillonnées ont été prélevées a 5
profondeurs différentes réparties de maniére homogéne sur la colonne d’eau afin de limiter les
biais dus a une éventuelle structuration verticale. Les profondeurs de prélévement sont 3 ; 7,25 ;
11,5; 15,75 et20 men M33 (Z=24m), et 3;4,75;6,5;825et 10 men N12 (Z =12 m). Les
cinq prélevements étaient rassemblés en un seul deés I’arrivée au laboratoire avant de procéder

aux analyses.

-39 .-



Chapitre Il - Matériels et Méthodes

II.2. COMPARTIMENT PHYTOPLANCTONIQUE

[1.2.1. CHLOROPHYLLE a

Dés I’arrivée au laboratoire, 300 a 500 ml des préléevements étaient filtrés en duplicata sur
des membranes Whatman GF/F (porosit¢ nominale 0,7 pum, fraction totale), Nuclepore de
porosité 2 pum (fraction >2 pm) et Nuclepore de porosit¢ 10 um (fraction >10 pm). Les
¢chantillons étaient immédiatement placés au congélateur a -20°C jusqu’a 1’analyse.

Les concentrations en Chlorophylle a et Phéophytine a ont ét¢ déterminées par fluorimétrie
au moyen d’un fluorimétre TURNER TD 700 selon la méthode de Yentsch & Menzel (1963).
Les concentrations des pigments sont données par les formules de Lorenzen (1966), modifiées

par Jeffrey & Humphrey (1975) :

'

KxF, -K, xF,
X X
1000xV x (K - K. )

1000xV xK_ x(K -K,)

x D

[Chla](ug.l ’1): (F,-F,) D [Phéoa](p,g,l My=vx

Avec :

v : volume de I'extrait (7 ml)

K, : facteur d'étalonnage du fluorimetre pour la Phéophytine a pure (Chl.a pure acidifiée)
V : volume filtré (1)

K : facteur d'étalonnage du fluorimétre pour la Chl.a pure

D : facteur de dilution

Fo, F, : fluorescence de 1’échantillon avant et apres acidification

[1.2.2. PRODUCTION PRIMAIRE

[1.2.2.1. Protocole de mesure

La production primaire a été estimée par I’incorporation de '*C-bicarbonate (Steeman-
Nielsen 1951) en conditions « in Situ simulées ». Toutes les manipulations étaient effectuées
dans des flacons lavés a I’HCI 10%, rincés trois fois a 1’eau Milli-Q, séchés et enfin rincés trois
fois avec ’eau de prélévement. Les expérimentations étaient effectuées en évitant 1’exposition
des échantillons a la lumicre vive. Immédiatement apres le retour au laboratoire, une série de 7
sous-échantillons était placée en flacon de Polycarbonate (Nalgene, V = 76 ml). Les 5
échantillons destinés a mesurer 1’incorporation par la communauté totale (recueillie sur GF/F)
recevaient 0,15 MBq de C-bicarbonate (Amersham, 60,68 MBq/ml). Les 2 échantillons
destinés a mesurer 1’incorporation par les communautés >2 et >10 pm recevaient 0,30 MBq de
'“C-bicarbonate. Les 5 échantillons « GF/F » étaient placés dans des filets recréant différentes

proportions de ’énergie incidente (de 0 a 100%) et mis a incuber dans un bac thermorégulé
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(température in situ+2°C) exposé a la lumicre du jour pendant environ 4 heures, entre 9 et 13
heures. Les 2 autres flacons étaient incubés a 68 % de I’énergie incidente dans les mémes
conditions.

Aprées incubation, la quantité totale de radioactivité introduite dans les flacons était vérifiée
sur plusieurs flacons tirés au hasard. Cinquante pl de chacun de ces flacons étaient prélevés
avant toute autre manipulation et placés dans les fioles a scintillation avec 4 ml de liquide
scintillant (Packard, Ultima Gold) et 50 pl de Carbosorb (Packard). Le phytoplancton était alors
collecté par filtration sur filtres Whatman GF/F, ou Nuclepore de porosité 2 et 10 pm sous tres
faible dépression (< 7000 Pa). Les filtres étaient placés dans des fioles a scintillation et
immédiatement décarbonatés par ajout de 250 ul de HCI (0,5 N). Les fioles ¢étaient placées sur
table d’agitation et sous hotte pendant la nuit, puis la quantit¢ de radioactivité assimilée était
mesurée apres ajout de 4 ml de liquide scintillant. L’efficacité de comptage était déterminée a
I’aide d’une série de standards externes quenchés.

Pour le suivi spatial, étant donné le nombre de stations, les incubations étaient effectuées

sous une seule énergie incidente (68 %) choisie pour limiter la photoinhibition éventuelle.

[1.2.2.2. Calcul de la production primaire
Pour ramener la production primaire “ simulée ” a la production primaire intégrée (PPI) sur

la colonne d’eau, il est nécessaire de :

1. Convertir les pourcentages de luminosité en profondeur équivalente a I’aide du coefficient
d’atténuation obtenu grace aux données de PAR de la sonde CTD.

2. Intégrer verticalement la production sur la totalité de la colonne d’eau (méthode des trapezes).

3. Corriger les productions du rapport de 1’irradiance totale sur la journée a I’irradiance regue
pendant ’incubation’. Les données d’irradiance ont été mesurées a I’aide d’un capteur plan de
PAR et les lacunes étaient complétées par les données d’irradiance totale de Météo France. La
comparaison de nos valeurs de PAR avec I’irradiance totale fournie par Météo France nous a
permis d’établir la relation suivante : 1 E:m2.d”" (PAR) = 0,0212 J.cm™.d™" (Irradiance totale),
avec unr = (0,998.

4. Ramener la production en unité de surface a une production par unité de volume en corrigeant
de la profondeur d’intégration (afin de limiter les biais dus aux profondeurs variables des

stations pour les analyses de corrélations).

3 L’augmentation linéaire de la production primaire en fonction de la durée d’exposition pour une irradiance donnée
ayant été vérifiée au préalable aux deux stations de degrés trophiques contrastés M33 et N12.
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La production a chaque niveau de lumicre est calculée par :

o ) - SO, Vo100
t

x 1,05 xW

Avec :

dpmg : désintégration par minute dans I’échantillon, et dpmy, a 1’obscurité
W : concentration en carbonates (mgC.m™)

V, : volume prélevé pour la mesure de radioactivité introduite (pl)

V¢ : volume d’échantillon filtré (ml)

1,05 : fractionnement isotopique entre '>C et '*C

[1.2.2.3. Estimation de la concentration des carbonates

Des mesures d’alcalinité totale réalisées par le laboratoire de chimie de I'IRD ont permis de
connaitre les valeurs caractéristiques du lagon sud-ouest. La valeur moyenne obtenue pour
I’ensemble des stations est de 28215 mgC.m™ (o = 215 mgC.m™, n = 27), sauf pour la station
M41 (océanique) ol la valeur mesurée est de 28920 mgC.m”™.

Pour le suivi spatial, les étapes 1 et 2 du calcul ne sont pas possibles car la mesure n’a été
faite qu’a 68 % d’¢énergie incidente. L’ensemble des données du suivi temporel montre que la
production primaire relative a ce pourcentage d’irradiance est en moyenne supérieure a la

production primaire totale d’un facteur 1,32 + 0,07 (n = 68).

[1.2.2.4. Reproductibilité de la mesure
La reproductibilité de la mesure a pu étre testée selon deux approches différentes :
Cinétique : La reproductibilité de la mesure a été¢ évaluée en effectuant 5 mesures pour la station
M33 et N12 aux mémes conditions de température et d’éclairement, en prélevant les échantillons
toutes les 1h30 pendant 7,5 heures. La moyenne des mesures est de 3,6 = 0,1 pgC.I"".h"" en
station M33 et de 13,6 + 1,5 pgC.I".h" pour N12. Le coefficient de variation est de 3 et 11 %
pour M33 et N12 respectivement.

Réplicats : Des mesures de production primaire ont été effectuées en réplicats lors du cycle de
48 heures d’Avril 2002. Le coefficient de variabilité (%) moyen (£ SE) des réplicats est de 5 £ 1

% pour la station M33 et de 5 = 2 % pour la station N12.

Ces résultats illustrent la bonne reproductibilité de la mesure de production primaire et

justifient 1’absence de réplicats en routine.
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[1.2.3. ABONDANCE ET STRUCTURE DES COMMUNAUTES

PHYTOPLANCTONIQUES

11.2.3.1. Dénombrement des populations picophytoplanctoniques

Immédiatement apres le retour au laboratoire, un sous échantillon de 1,5 ml était disposé
dans un cryotube de 2 ml et recevait 7,5 pl de glutaraldehyde (SIGMA Grade II). Le cryotube
¢tait laissé dans le noir a température ambiante pendant 15 min afin de permettre la consolidation
des membranes par le glutaraldéhyde, puis était plongé dans 1’azote liquide jusqu’a 1’analyse.
Les échantillons ont été analysés par cytométrie en flux a 1’aide d’un analyseur FACScan
(Becton Dickinson) par Jean Blanchot (UR 99, IRD La Réunion). Les échantillons étaient
immédiatement analysés suivant la méthode décrite par Blanchot & Rodier (1996) apres
décongélation a 37°C. Le volume analysé est de 0,1 = 0,016 ml. Les paramétres, taille et
fluorescence, sont calibrés a 1’aide de billes étalons (0,95 um Polysciences Fluoresbrite Beads).
Pour éviter une sous-estimation du nombre de particules, le nombre de cellules comptées par
seconde ne dépasse jamais 500 ¢événements optiques. Les groupes de cellules du
picophytoplancton (Prochlorococcus, Synechococcus et picoeucaryotes) sont identifiés en
combinant les différents signaux optiques (fluorescence rouge et orange, diffusions aux petits
angles, et aux grands angles). En effet, pour chaque particule, cinq signaux sont enregistrés deux
lumicres diffusives et trois fluorescentes. Les photomultiplicateurs sont réglés pour quantifier la
fluorescence rouge des pigments chlorophylliens, la fluorescence orange des phycoérythrines (et
la fluorescence verte, cf. § 11.3.1.2.). Les Prochlorococcus sont facilement différenciés des
picoeucaryotes par leur fluorescence rouge et leurs diffusions sont beaucoup plus faibles. Les
Synechococcus ont des fluorescences rouges et des diffusions intermédiaires entre celles de
Prochlorococcus et des picoeucaryotes. L’ambiguité est levée par I’importante fluorescence
orange, liée a la phycoérythrine qui singularise les Synechococcus. Chaque signal individuel est
stocké et analysé. Tous les parametres sont collectés en signal logarithmique dans un format
texte en utilisant le logiciel Cellquest (Becton Dickinson). Les fichiers sont ensuite analysés par
le logiciel Cytowin (Vaulot et al. 1989), http://www.sb-roscoff.fr/ Phyto/cyto.html#Cytowin. La

taille maximale des cellules mesurée par la cytométrie en flux est de 2 um.

11.2.3.2. Dénombrement des populations microphytoplanctoniques
La microscopie est une technique classique de dénombrement des microalgues. La

principale critique faite a cette méthode est le temps nécessaire a ’analyse des échantillons
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(Garibotti et al. 2003). Le développement de 1’¢tude des pigments photosynthétiques en
océanographie voit apparaitre de nombreuses ¢tudes utilisant ’HPLC comme technique
d’analyse pigmentaire. L’¢étude des communautés phytoplanctoniques repose alors sur une
analyse chemotaxonomique des pigments photosynthétiques, notamment a 1’aide d’un logiciel,
CHEMTAX, estimant 1’abondance de chaque classe a partir des marqueurs chimiques. Cette
méthode est tout d’abord sujette aux limites de la technique HPLC (Mackey et al. 1996). La plus
importante étant de devoir suivre en continu les composés séparés et contenus dans la phase
mobile. En effet, il faut pouvoir disposer de méthodes et d'appareillages suffisamment sensibles
et sélectifs pour déceler en continu de faibles abondances dans une phase mobile.
Les limites majeures de la chemotaxonomie sont :

e Le choix des pigments caractéristiques d’un groupe. La plupart des pigments
caractéristiques d’un groupe sont recommandés sur la base d’examens de seulement
quelques algues par groupe.

e La faible spécificité de certains pigments utilisés. Par exemple, les pigments d’algues
vertes, pigments caractéristiques des diatomées et prymnesiophytes, ont été trouvés dans
certains dinoflagellés mettant en évidence une endosymbiose (Jeffrey 1997).

e La nécessité de connaitre au préalable la composition taxonomique et les rapports
pigmentaires des échantillons analysés. Cette méthode n’était donc pas applicable a notre
étude puisque aucune donnée de ce type n’était disponible sur le lagon.

Protocole

L’échantillon (250 ml) était conservé au noir apres ajout de formol neutre (concentration
finale 2,5%). Le comptage des cellules a été réalisé a 1’aide de la méthode classique d’Utermohl
(1958) apres concentration a 50 ml a I’aide d’un microscope inverse (Wild M40) par Bruno
Delesalle (UMR CNRS 8046, Perpignan). Les comptages étaient effectués au grossissement
300X. Un grossissement supérieur (1500X) a été utilis€ pour I’identification des plus petites
espeéces. La microscopie inversée ne permet pas l’identification de la plupart des especes
phytoplanctoniques, particuliecrement les plus petites (comme les coccolithophoridés). Les
microalgues sont donc identifiées au niveau de la classe, I’identification du genre ou de 1’espece
est rarement possible.

Le biovolume des microalgues a été calculé en utilisant les équations standard proposées
par Hillebrand et al. (1999). Les dimensions linéaires utilisées pour les calculs sont obtenues soit
a partir des mesures microscopiques, soit dans la littérature (Tomas 1996). Pour chaque taxon, un

volume moyen unique était appliqué a tous les échantillons ou les taxons sont rencontrés.
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11.3. COMPARTIMENT BACTERIEN HETEROTROPHE

[1.3.1. ABONDANCE ET BIOMASSE BACTERIENNE

La détermination de la biomasse bactérienne passe par [’estimation préalable de
I’abondance bactérienne. Les deux techniques de comptages bactériens ont pu étre appliquées sur
I’échantillonnage. Les mesures en cytométrie en flux ont été réalisées par J. Blanchot (IRD UR
99, La Réunion) et celles en microscopie a épifluorescence ont été effectuées au centre IRD de

Nouméa.

11.3.1.1. Microscopie a épifluorescence

Le marqueur utilisé est le DAPI (4’6-diamidino-2-phenylindole, concentration finale 10
w/v) qui se fixe sur I’ADN. Quand le complexe ADN-DAPI est excité avec une lumiere d’une
longueur d’onde comprise entre 330 et 380 nm il fluoresce dans le bleu. Le DAPI non
spécifiquement fixé sur I’ADN peut fluorescer en jaune pale. Par rapport a 1’acridine orange, ce
marqueur améliore la visualisation des bactéries et leur distinction des cyanobactéries de taille
inférieure a 1 um (Porter & Feig 1980). Plus de 400 bactéries ont ét¢ dénombrées sur au moins
20 champs pour obtenir un coefficient de variation de la moyenne par champs d’environ 10%

(Kirchman 1992).

L’abondance bactérienne (AB) s’obtient en appliquant la formule suivante :
100 1 18319 1

AB(10°cellsml ™) =B, x — x—x X —
( )= B vV, 10°

Avec :
Br: nombre total de bactéries comptées
C : nombre de carreaux par champs sur lesquels sont dénombrées les bactéries
¢ : nombre de champs comptés
V¢ : volume filtré (ml)
18319 : nombre de champs de 100 carreaux sur un filtre de 25 mm (diametre de filtration = 1,527
cm)
[1.3.1.2. Cytométrie en flux

L’énumération des bactéries hétérotrophes peut aussi s’effectuer par cytométrie en flux
aprés marquage au SYBR-I (concentration finale 107 w/v) suivant le protocole de Marie et al.
(1997). Un photomultiplicateur permet d’enregistrer la fluorescence verte caractéristique de
I’ADN marqué par le SYBR green. Le protocole d’analyse reste le méme que celui présenté pour

le picophytoplancton (cf. § 11.2.3.1).
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[1.3.1.3. Comparaison des deux techniques
L’avantage de la cytométrie en flux face a la microscopie est 1’analyse rapide d’un grand
nombre d’événements, donnant des résultats avec une meilleure signification statistique. La
détermination du biovolume est également beaucoup plus facile que par microscopie lorsqu’elle

a été calibrée au préalable (Bouvier et al. 2001).

11.3.1.4. Interprétation en biomasse

La biomasse bactérienne est estimée a partir des abondances et du contenu cellulaire
bactérien en carbone. La conversion des abondances bactériennes en biomasse bactérienne,
essentielle dés que les abondances ont pu étre déterminées avec une précision raisonnable, a
suscité et justifie encore de nombreuses €tudes. Les estimations du contenu cellulaire bactérien
ont pu étre faites par calcul (Watson et al. 1977, Simon & Azam 1989), par modélisation du
carbone en milieu océanique (Caron et al. 1995), en analysant par CHN les carbone et azote
bactériens retenus sur membrane (Bratbak 1985, Kogure & Koike 1987, Lee & Fuhrman 1987,
Nagata & Watanabe 1990, Bjornsen & Kuparinen 1991, Kroer 1994), en analysant par HTCO*
les carbone et azote bactériens en milieu liquide (Fukuda et al. 1998, Pelegri et al. 1999), en
déterminant le contenu protéique bactérien par cytométrie en flux (Zubkov et al. 1999, Posch et
al. 2001), ou en analysant le contenu ¢lémentaire des cellules aux rayons X (Heldal et al. 1985,
Norland et al. 1995, Fagerbakke et al. 1996, Heldal et al. 1996, Gunde