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DIAPAZON
Trichodesmium et autres organismes diazotrophes marins :
Déterminisme de leur prédominance et réle trophique

Proposition d’ étude concernant les flux d’ azote
Expérimentations et modélisation

THEME CONCERNE du programme PROOF :

Théme 2: Les effets respectifs du changement climatique et de la variabilité
naturelle sur la sructure fonctionnelle des écosystémes marins et sur les cycles
biogéochimiques.

a) Diversité et efficacité des fonctions biologiques dont la production primaire et la fixation d’azote
moléculaire (diazotrophie),
b) Facteurs (sels nutritifs, métaux) contrdlant la fertilité océanique

Laboratoire concerné: Laboratoire d Océanographie e de Biogéochimie, UMR 6535—
Campus de Luminy, 13288 Marseille Cedex 09

Participants :

Patrick RAIMBAULT (DR2 CNRS) : Expérimentations et andlyses °N et 13C 20%
Nicole GARCIA (Al, CNRS) : Expéimentations et andyses 1°N et 1°C 20%
Gerd SLAWYK (DR2 CNRS) : andyses °N et 13C 5%
Frédéric DIAZ (MC) : Expérimentations e moddisation 10%

RESUME DU PROJET : Quelle est la quantité effective d’ azote fixé par Trichodesmium et

les autres organismes diazotrophes ? Quelle est la part d’azote nouveau due a la fixation
d’azote moléculaire (N2) dans la production nouvelle et donc dans la quantité de carbone
exportée vers les profondeurs ? Quels sont les facteurs trophiques de contréle de la
diazotrophie ? Est-il possible de répondre aux questions précédentes avec un modéle
couplé physique/biogéochimie prenant en compte une représentation fine du processus
dela diazotrophie ?
L’objectif ultime est de parvenir a un bilan de la diazotrophie dans le Pacifique tropical
sud-ouest, et de déerminer la part respective de I'excrétion, du broutage et de la
sedimentation dans le devenir de la matiere totale produite par les cyanobactéries
diazotrophes.

Objectifs principaux:

1) Etudedeladiazotrophie de Trichodesmiumaux différentes phases de développement d’ une efflorescence,

2) Détermination de la biomasse et de la distribution spatiale de Trichodesmium. Evolution des rapports C/N/P
danslamatiére particulaire et lamatiére organi clue dissoute,

3) Production primaire (3C), production azotée (*>N) de Trichodesmium et autres organismes diazotrophes et
des populations phytoplanctoni ques associ ées,

4) Effet dufer et du phosphore sur les flux d' absorption de |’ azote,

5) Devenir delamatiére produite : régénération de I’ azote ; production de matiére organique,

6) Exportation par sédimentation et sous forme dissoute de |a matiére photosynthétisée,




7) Amélioration de la paramétrisation des processus liés au métabolisme azoté de Trichodesmium dans les
modeél es biogéochimiques a partir de données expérimentales,

8) Modélisation réaliste des flux d'azote (fixation de N, excrétion d’azote organique dissous, absorption
d’ammonium...) et de la biomasse de Trichodesmium dans la zone euphotique du Pacifique tropical sud—
ouest.

DOSSIER SCIENTIFIQUE
1. ETAT DE L'ART et PROJET D’ETUDE

La digponibilité en azote ex genérdement conddéée comme le facteur limitant la
production primaire dans la mgorité des zones océaniques. La principde forme d azote étant
le nitrate qui est introduit dans la couche productive de surface par I'action de processus
physques (advection verticde, diffuson turbulente). Bien que la production primaire
directement soutenue par |'apport de nitrate soit consdérée comme la production nouvelle
(Dugdde e Goering, 1967), le gain pour le milieu est plus correctement exprimé par | gpport
de sources extérieures qui sont de trois types: les goports continentaux, la fixaion d azote
moléculaire (N2), et les dépbts atmosphériques. En terme de bilan global, ces deux dernieres
sources ont é&é longtemps considérées comme peu significatives. Cependant, Jickels (1995,
2001) suggere que les apports d'azote a I'océan par les fleuves, |I'amosphére et la fixation
dazote seraient équivdents. En effet, aors que les goports par les rivieres concernent
essentielement les eaux cotieres, les dépbts atmosphériques et la fixaion de N> jouent un réle
non négligesble dans les sysémes océaniques oligotrophes du large. Bien que la
cyanobactérie colonide du genre Trichodesmium soit depuis longtemps (Dugdde et al., 1961)
conddérée comme I'organisme principa fixateur de N, en milieu océanique (Capone et al.,
1997), Zehr et al. (1998, 2001) ont mis en évidence le rble non négligesble de cyanobactéries
libres nanoplanctoniques (de taille comprise entre 3 et 10 um). Ces auteurs ont and esimé
gue la quantité globade de N, fixé par ces organismes nanoplanctoniques serait équivaente a
cdle fixée par Trichodesmium. Les mesures de fixation d azote doivent ére effectuées non
sulement sur la fraction picoplanctonique reconnue pendant longtemps comme e
compartiment qui devait regrouper I'essentid  des  organismes  (cyanobactéries)
potentidlement fixateurs d'azote (Synechoccocus, Prochlorococcus), mas égdement sur la
fraction nanoplanctonique (taille > 3um) qui pourtant représente une biomasse trés faible dans
les eaux oligotrophes (5 a 30% de la chlorophylle).

Malgré la reconnaissance de I'importance de la fixation de N comme source de production
nouvelle en milieu océanique tropical et subtropical, le devenir de cet azote “nouveau” e du
carbone associé et encore peu connu. De fortes concentrations de matieres organiques et
inorganiques (ammonium) ont é&é obsarvées au cours de floraison de Trichodesmium (Glibert
et Bronk, 1994 ; Karl et al., 1992) indiquant qu' une grande partie de |’ azote introduit dans le
milieu ext recyclée dans la couche de surface et permet le maintien de la boucle microbienne.

En plus de I'azote, les organismes diazotrophes ont besoin de fer (Fakowski, 1997,
BermanFrank et a., 2001) et de phosphore (Sanudo-Wilhdmy et al., 2001) pour leur
croissance. Ces deux ééments, en faible quantité dans les zones océaniques, peuvent étre
limitants en |” absence d’ gpport atmosphérique de fer en particulier.

Le présert projet se propose d'éudier le cycle de I'azote dans une région de I'océan
Pecifique reconnue pour ére le lieu de nombreuses floraisons de Trichodesmium. L’ accent
sera mis notamment sur la quantification directe de la fixation de N» (méhode a I’ azote-15,
Montoya et al., 1996) par Trichodesmium, mas égdement par les organismes



nanoplanctoniques. La production primaire sera etimée smultanément (méhode au carbone-
13) and que les processus de régénération et d'excrétion afin de définir le devenir a court
terme de la matiére synthéisée par les différents types d organismes fixant No. L’influence de
la disponibilité en fer et en phosphore sur le méabolisme azoté de ces organismes sera
égdement testée.

La mise en évidence récente de I'importance de la fixation maine de N, par les
microorganismes diazotrophes dans I'apport d'azote “ nouveau” a I’Océan tropica (Capone
et al., 1997 ; Fakowski, 1997 ; Karl et al., 2001) a consécutivement entrainé la prise en
considération de ce processus dans les modées biogéochimiques d écosysteme pdagique. Les
paramérisaions les plus smples décrivent le processus de fixation de N, comme une source
d azote organique dissous proportionnele a la température et a I'irradiance sans expliciter la
biomasse des organismes diazotrophes (Bissett et al., 1999). Au contraire, dans le modéle de
Hood et al. (2001), la biomasse de Trichodesmium et une variable d' &at mais la fixation de
N> est seulement une fonction de I'irradiance. D’autres paramétrisations prennent en compte
le contrble de la disponibilité en phosphate sur la fixation de N, soit de maniere directe
(Neumann, 2000), soit par I'intermédiaire du rapport nitrate/phosphate (Tyrrell, 1999). Les
modéles les plus récents tdl cdui de Fennd et al. (2002) intégrent un contréle du taux de
croissance de Trichodesmium a la fois par la ressource en sdls nutritifs (phosphate et nitrate)
et a la fois par les paramétres physiques (température, irradiance). Ce dernier type de modée
permet notamment de reproduire le cycle sasonnier e les différences inter-annueles de
I’occurrence des organismes diazotrophes a la dation ALOHA (Pecifique tropica nord) ;
toutefois, cetans autres résultats tele quune suretimation systématique de I'azote
inorganique dissous dans la zone euphotique suggérent que le processus de la fixation de N
et probablement contraint par d autres facteurs que ceux pris en compte dans le modde de
Fennd et al. (2002).

Dans ce contexte, le volet de moddisation du présent projet, consistera a amdiorer la
représentation des processus liés a Trichodesmium dans les modées biogéochimiques a partir
de I'analyse de données expérimentales acquises au cours des campagnes DAPALIS 2002. Une
premiére éape portera sur la paramérisation de plusieurs processus reaifs au méabolisme
azoté de Trichodesmium: (1) mise en place d'une co-limitation de fixaion de N, par la
disponibilitt en fer/fazote/phosphate, (2) représentation des migrations  verticaes
nycthémérdes (a partir des données C/IN/P), e (3) excréion d'azote et de phosphore
organiques dissous. Dans un second temps, ces différentes paramérisations seront incluses
dans un modde biogéochimique d écosyseme péagique initidement développé au LOB
(Diaz, 2000) et couplé a un modde hydrodynamique 1D (modde SYMPHONIE). Dans sa
verson actudle, le modde décosystéme décrit les cycles pdagiques de l'azote e du
phosphore avec notamment une co-limitetion de la croissance phytoplanctonique par la
disponibilité en phosphate et nitrate. Dans la verson utiliste pour le programme DIAPAZON,
le modéle subira un certain nombre de modifications e notamment, I'gout de deux classes de
phytoplancton dont une représentant explicitement la biomasse de Trichodesmium soumise,
par alleurs, a une presson de prédation spécifique. L’ensemble du modée couplé pourra étre
vaidé gréce aux données récoltées en particulier au niveau de la dation longue (4 jours,
Chend des Loyauté).



2. STRATEGIE ET PROTOCOLES EXPERIMENTAUX

Participation d'une personne (au moins) a chacune des campagnes de 10 jours prévues en
2002 et a deux campagnes en 2003 sur I’ ALIS.

1) Description del’environnement chimique et biologique

a) Matiere organique dissoute (MOD)
Détermination des concentrations en matiéres organiques dissoutes par la méthode d oxydation humide
(Raimbault et al., 1999a) permettant le dosage simultané du carbone, de |’ azote et de phosphore et I’ obtention
des rapports C/N/P sur |le méme échantillon.
Volume d' eall nécessaire : 100 ml
Stockage a bord dans des flacons en verre de 50 ml; conservation au fras aprés
empoisonnement au HYCh. Dosages au laboratoire.

b) Matiére organique particulaire (MOP)
Détermination des concentrations en matiére organique particulaire par la méthode d oxydation humide
(Raimbault et al., 1999b) permettant le dosage simultané du carbone, de |’ azote et de phosphore et |’ obtention
des rapports C/N/P sur |le méme échantillon.
Volume d' eall nécessaire: 0.6 a1.2 litres
Filtration & bord sur filtre GF/F 25 mm et/ou sur filtre Téflon 0.2 um.
Stockage a bord dans des flacons en verre de 25 ml; consarvation au frais ou congelés,
dosages au laboratoire.
La technique peut ére utiliste sur des colonies isolées de Trichodesmium S la densité de la
population le permet (récupération au filet ou ala pompe).

2) Production primaire et flux d’azote

Les taux d'assmilatiion du carbone (production primare) e de I'azote seront estimés
par la technique du double marquage & I’aide des traceurs isotopiques stables 3C et °N. Les
edimations de la régénérdion de I'azote (ammonium et nitrate) et de I'excréion d azote
organique dissous (NOD) seront effectuées a partir des enrichissements isotopiques mesurés
aur lesfiltrats récupérés en fin d'incubation.

Mise en incubation

Utilisation de flacons en polycarbonate prédablement nettoyés a I'acide dilué et rincés
al’eau déoniste.

Absorption du nitrate = production nouvelle: 0.6 a 1.2 litre d' échantillon enrichi avec
du Na®>N O3 a ' éat de trace (<50 nM).

Absorption de I'ammonium = production régénérée: 0.6 a 1.2 litre d échantillon
enrichi avec du ®NH,4Cl &I’ &at de trace (<100 nM).

Absorption d'azote moléculare = diazotrophie: 0.6 a 1.2 litre d' échantillon enrichi
avec du 1°N, (10 420%) + 10% H3COs.

La technique proposée est basée sur celle développée par Montoya et al. (1991) au cours
laquelle I’addition de traceur se fait sous forme gazeuse et perturbe au minimum
I’ échantillon. Ces mesures se feront sur la fraction totale en utilisant desfiltres GF/F .

Une étude particuliére portera sur la fraction nanoplanctonique (>3 um) par I’ utilisation
de filtres de porosité 3um en argent compatibles avec une analyse au spectrometre de masse.
Ceci permettra d’isoler la fraction nanoplanctonique et de réduire la dilution isotopique en
éliminant les particules de petite taille qui re seraient pas impliquées dans le processus de



fixation d’ azote et donc peu ou pas enrichies en azote-15. Cest une maniere d amplifier le
signal de ce processus dont les taux sont certainement tres faibles et concernent un tres
faible nombre de cellules par litre (Zehr et al., 2001). Pour éliminer toute interférence avec
Trichodesmium, ces échantillons seront préalablement filtrés sur une soie de 10um. La
mesure sera ains effectuée sur la fraction comprise entre 3 et 10um.

L’incubation s fera in situ a 6 niveaux de profondeur (3 flacons a chaque niveau). Durée
d'incubation : 12 ou 24 heures.

En présence de densté devée de Trichodesmium, ces expérimentations pourront s effectuer
sur des colonies isolées mises en incubation dans de | eau de mer filtrée.

Fin d’'incubation
Filtration de 0.6 litre sur filtre GF/F (25 mm). Conservation des filtres & sec gpres sechage a
I’ éuve (60°C). Détermination des enrichissements isotopiques au laboratoire.
Récupération de 400 ml de filtrat sur chague échantillon dans des flacons Schott de 500 mi
pour détermination des taux de régénération de I'ammonium, de nitrification (oxydation de
I'ammonium) e dexcréion dazote organique dissous (NOD) e de carbone organique
dissous (COD) sdon les protocoles de Sawyk e Rambault (1995) et Rambault et al.
(1999c).
Conservation a température ambiante par empoisonnement au  chlorure  mercurique.
Traitement et analyse au laboratoire.
Les filtres secs seront ramenés au laboratoire aprés chagque campagne pour analyse
immédiate. Lesfiltrats feront I’ objet d’ un rapatriement global apreés la derniére campagne.

3) Influence du fer et du phosphore sur le cyclede |’ azote

Des expériences d enrichissement en fer e en phosphate seront effectuées au moins une
fois par campagne. L'effet de ces déments n'éant générdement détectable qu aprés 24
heures d'incubation, ces expéiences seront  réalistes en bacs pendant 48 heures sur des
échantillons prélevés en surface.

Effet du phosphate: 2 flacons de 2.8 litres enrichis en °N, (10-20%) ou en nitrate (100 nM)
dont un et égdement enrichi avec 0.1 uM de phosphate. Prélévements (0.6 litres) et
filtrations a 12-24-36 et 48 heures.

K s phosphate: 6 flacons de 0.6 litres enrichis en °N, (10-20%) et avec des concentrations
croissantes de phosphate (5-10-20-50-100 et 200 nM). Filtration aprés 12 heures d’ incubation.

Effet du fer: 2 flacons de 2.8 litres enrichis en °N, (10-20%) ou en nitrate (100 nM) dont un
et égdement enrichi avec 1InM de fer. Prdévement (0.6 litre) et filtration a 12-24-36 et 48
heures.

Ks fer: 6 flacons de 0.6 litre enrichis en en N, (10-20%) et avec des concentrations
croissantes de fer (concentrations a définir). Filtration apres 12 heures d’ incubation.

Filtration sur filtre GF/F (25 mm). Conservation a sec gpres sechage al’ éuve.
Les filtres secs seront ramenés au laboratoire aprés chagque campagne pour analyse
immediate.



3. SCENARIO PREVISIONNEL PROPOSE POUR LESDIFFERENTES
CAMPAGNES

Site océanique

Jour 1 : profil de MOP, MOD et de production-régénération (incubaion in situ)
Jour 2 : Expéimentations avec phosphate (incubations en bacs)

Jour 3 : profil de MOP, MOD et de production-régénération (incubation in situ)
Jour 4 : Expé&imentations avec fer (incubations en bacs)

Jour 5 : profil de MOP, MOD et de production-régénération (incubation in situ)
Jour 6 : Expérimentations (incubations en bacs) suivant temps disponible

Ce scénario devra étre adapté en fonction des conditions rencontrées sur le ste et notamment
la présence ou non de floraisons de Trichodesmium.

4. MOYENS DONT DISPOSE LE PROPOSANT ET QUI SERONT
AFFECTESA LA REALISATION DU PROJET

Equipement disponible pour laréalisation du projet
Embarqué :

Rampes afiltration

Incubateurs
Pour les analyses au laboratoire

Chaines Technicon

autoclave

Spectrométre de masse
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