FICHE  META_INFORMATION_PARAMETRES

(à remplir par le responsable du paramètre)

( A renseigner AVANT la mission )


1. PARAMETRES CONCERNES  

92 - Bacterial physiology 

2. OPERATION & CAMPAGNE / OPERATION & CAMPAIN
Nom de l’opération 

PROOF-PECHE

Nom des  campagnes

PROPECHE 1

3. PROJET  ETUDE / PROJECT TITLE
Colimitation C-P within heterotrophic bacteria
4. RESPONSABLE SCIENTIFIQUE / PRINCIPAL INVESTIGATOR
	Nom /

name
	adresse / 

address
	téléphone / phone number
	fax /

fax number
	adresse mél /

email address

	Van Wambeke France
	CNRS, UMR 6117

campus de Luminy

13 288 Marseille

cedex 9
	04 91 82 90 49
	04 91 82 90 51
	wambeke@com.univ-mrs.fr

	
	
	
	
	


5. BREVE DESCRIPTION DU PROJET / BRIEF DESCRIPTION OF PROJECT

Study of ectoenzymatic activities (phosphatase) with a bulk method and improvement of a method which allows detection of alkaline phosphatase activity at the cell level.

Study of carbon - phosphorus coupling of heterotrophic bacteria through research of limiting nutrients

( A compléter APRES  la mission )

6. DESCRIPTION DES PARAMETRES /  PARAMETERS DESCRIPTION
6.1. Ce qui a été mesuré et comment / What did you measure and how did you do it (include references for analytical methods)?  

Phosphatase alkaline activity with MUF –P (bulk measurements of phosphates activity

Phosphatse alkaline activity with ELF-P (detection of phosphatase activity at the cell level)

Bacterial production (tritiated leucine technique)

Comparison of the data of the profile with bacterial production, abundance of heterotrophic bacteria, cyanobacteria and autotrophic nanoflagellates.

Enrichment experiments. 
6.2. Stratégie d'échantillonnage / Sampling strategy
6 depths between 5 and 60m for the profile of phosphatase activity

2 depths (5m and 30m=chlorophyll peak) for enrichment experiment)

Methodology

Phosphatase activity with MUF –P. Michaelis-Menten kinetics to determine Vm Km and turnover time. For details see Van Wambeke et al (2002)

Phosphatase activity with ELF-P. Filtration of 10 ml aliquots of sea water on 0.2 µm, 25 mm black polycarbonate filters. Incubation for 30 min with 40 µl of the 1/20 dilution of the ELF-P for the Endogenous Phosphatase Detection kit of Molecular Probes (E 6601). Fixation with embedding in 10mM PBS + 1% formaledyde. Mounting and observation of the slide with epifluorescence microscopy under UV excitation. The sites labelled fluoresce bright yellow.

Enrichment experiments. 60 ml aliquots in triplicate. Incubations in running sea water bathes with neutral screens providing 50% incident light for 48 hours. Enrichments in phosphate (0.25 µM P), nitrates (2 µM N), glucose (10 µM C-glucose), alone and in combinations (NPG). At the end of the enrichment, subsampling for bacterial production and alkaline phosphatase activity.

6.3. Décrire quels types de données sont nécessaires pour vous compléter votre propre jeu de données avant envoi à la base de données, et estimer le délai avant la disponibilité de vos données pour la base de données / Post-cruise data analysis/treatment required, and the time frame for this
6.4. Estimations des erreurs, précision, sensibilité des données / Error estimates, precision and accuracy of the data

7. FICHIERS / FILES

7.1. Nom de fichier de données / file name
database-propeche1-FVW.xls

7.2. Explication des têtes de colonne, des unités et des abréviations utilisées dans le fichier de données / data file structure

VERTICAL PROFILE

Vm : Maximum rate of hydrolysis of MUF-P (nmole/l/h) obtained by concentration kinetic

Km : Michaellis Menten constant (nM) obtained by concentration kinetic

TT : ratio Km/Vm (hours) obtained by concentration kinetic

BACT : abundance of heterotrophic bacteria (DAPI counts)

CYANO : abundance of Synechococcus-like cells (epifluorescence microscopy)

PNAN : abundance of autotrophic nanoflagellates (epifluorescence microscopy)

ELF sites : abundance of sites where the ELF signal was seen (epifluorescence microscopy)

Err : corresponding errors for some of these variables

ENRICHMENT EXPERIMENTS

tripl 1, trip 2, tripl 3 : the 3 triplicate flasks.

Only phosphatase activity and bacterial production were measured in triplicate.

8. RESULTATS PRELIMINAIRES  / RESULTS
Lors de la campagne de Mars, l’état physiologique des bactéries a été appréhendé par la mesure des activités phosphatase alcaline in situ et lors d’expériences d'enrichissement. La vitesse maximum de l’activité phosphatase alcaline (Vm) est la plus élevée entre 3 et 20 m (14 nmole P hydrolyse l-1 h-1) et décroît rapidement à partir de 30 m, alors que la constance de Michaelis-Menten (Km) varie peu entre la surface et 60 m (83-107 nM). Une stimulation significative (d'un facteur 20) de la production bactérienne dans les 3 triplicats est observée seulement après ajout simultané des 3 éléments (nitrate + phosphate +glucose) aux 2 niveaux testés (5m, 30m). Ces résultats traduisent un début de carence dès 48 h de confinement, simultanément en phosphate et en carbone organique labile. L’activité phosphatase alcaline, plus importante dans les eaux de surface, montre bien qu’il existe un début de limitation par le P minéral, et que les microorganismes (bactéries – phytoplancton) compensent en induisant l’enzyme phosphatase alcaline. Le test du marquage de l’activité phosphatase au niveau cellulaire montre que des cellules marquées par le ELF sont effectivement détectées (phytoplancton, détritus, bactéries), mais peu, ce qui implique une très grande erreur sur leur dénombrement (détection d’un évènement rare dans une population nombreuse). Rapporté au nombre total de bactéries, le nombre total de « sites » de marquage ELF n’est au maximum que de 0,15 %. La distribution du marquage le long du profil vertical suit néanmoins la logique de celle de l’activité phosphatase mesurée avec le MUF-P, à savoir des pourcentages et des abondances plus importants en surface et qui décroissent rapidement avec la profondeur. Les connaissances actuelles dans ce domaine sont limitées, les études publiées concernaient surtout des cultures de phytoplancton ou de simples constats de présence/absence de signal sur de grandes cellule sphytoplanctoniques (micro-phyto). Des développements méthodologiques sont en cours pour l’étude des bactéries et du milieu naturel Mediterranéen.
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