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RESUME

Méme 8i les relations empiriques indiquent que la biomasse d'un lac
est gouvernée par 1l'apport initial de phosphore (P) total, il e;t difficile
durant la saison de déterminer la biodisponibilité des différentes formes de
P et d'en établir la dynamique parce que ces formes ne font 1'objet éue
d’'une clasgification fonctionnelle par le poids moléculaire. La voie qui
apparait prometteuse est de suivre l'orthophosphate (PO4), une forme
facilement biodisponible qui s'échange rapidement entre le seston et le
milieu. En outre, sous l'action des phosphatases et des rayons ultraviolets
(U.V.), le PO4 est un produit de 1l'hydrolyse de P organiques naturels. En
supposant que le PO4 joue un r8le central dans l'assimilation du P par le
seston et que toutes les autres formes de P s8'échangent avec lui, 1'ensemble
de la dynamique du P devrait se déduire de celle du PO4. Cependant, lors
d'incubations avec le traceur 32?04, une grande partie du P total (80%)
demeure inaccessible au traceur, ce qui le rend difficilement mesurable.
Sauf pour le PO4, on ne sait pas si les formes marquées qui restent sont
biodisponibles parce qu'on ne peut rigoureusement établir s'il y a ou non
équilibre isotopique, condition essentielle d'un échange complet du traceur
entre toutes les formes de P. S'il y a vraiment un équilibre isotopique, le
P non marqué est réfractaire et alors tous les échanges du traceur avec le
20% résiduel se font en circuit fermé, sans apport extérieur. Autrement le

P non marqué est biodisponible et le déséquilibre isotopique résulte d'un




transfert de P de cette source vers le seston, en passant par le PO4. 11
est également possible qu'une partie seulement du P non marqué soit
biodisponible et 1'autre réfractaire. Il s'agit ici de déterminer si ce P

®invigible” est disponible au seston.

De par sa nature méme, le P invisible ne se préte pas 3 1l'analyse
directe, mais 3 l'effet qu'il cause sur des mécanismes mesurables. Si le P
invisible est biodisponible, un changement dans sa concentration devrait
altérer la dynamique du P et, selon la prémisse de départ, changer celle du
PO4. De tels effets‘ont été examinés 3 1'aide de deux expériences, 1l'une &
court terme (10 min.), l'autre & moyen terme (> 7 jours). Dans les deux
cas, le seston d'un lac fut exposé 3 la matiére organique naturelle obtenue
par ultrafiltration des eaux du méme lac. L'expérience 3 court terme montre
que la vitesse d'incorporation du PO4 est modulée par 1l'ajout de matiédre
organique, L'expérience & long terme indique cependant que durant la
période estivale le phytoplancton subit une baisse de croissance, ce qui
indique que la matiére organique d'un poids moléculaire apparent (PMA) de 2
X 103 3 104 n'est pas source de P. Dans cette situation, au moins 80% du P
total demeure réfractaire au seston alors que les vitesses d'incorporation
du P04 sont élevées et principalement attribuables aux bactéries. Ces
résultats indiquent que malgré les relations empiriques, il existe des
périodes durant 1'été ol la dynamique du PO4 est découplée de 1'assimilation
nette de P par les algues. A moins d'@tre pergue comme un gaspillage d'une
ressource en P rare, la recirculation vive du PO4 doit sgervir un but autre

que le transport et 1'assimilation de P dans la cellule.
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Puisque la dynamique du PO4 s'ajuste bien sur un modéle général 2
trois compartiments, il devrait etre pogsible de prédire la partie des
gchanges du P total attribuable au PO4. Mais parce qu'il se limite aux
seuls systémes fermés, le moddle 3 trois compartiments de Rigler (1974) et
de Lean et Nalewajko (1979) ne peut expliquer qu'une partie des quatre types
de profils d'incorporation observables. Les raisons qui ont amené un tel
choix préalable dans ce modéle sont discutables parce qu'elles impliquent a
priori que le PO4 est toujours découplé de 1l'assimilation netté[en P. Méme
si c'est vrai durant 1°'été, la disponibilité de P organique, surtout au
printemps, ainsi que 1'absence d'équilibre isotopique au cours d'incubations
avec traceur, suggérent qu'd d'autre moments une partie du P assimilable
passe par le PO4 ce que le modele fermé ne peut pas couvrir. Un moddle
ouvert 3 deux compartiments peut par contre prédire ce double réle du PO4 et
expliquer les quatre profils de la solution générale par une combinaison de
trois mécanismes: 1l'assimilation nette de P en passant par le PO4, 1'é&change
en circuit fermé ou Quixotic Behaviour (Lean, 1973a), et la compétition
algue-bactérie. D'aprés ce modéle, les profils d'incorporation ne résultent
pas principalement d'une limitation en P, mais de 1'usage que le seston fait

du PO4.
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INTRODUCTION

L'observation de relations empiriques entre le P total au
retournement printanier et 1la valeur moyenne de chlorophylle-a (chl-a)
durant 1'6té indique que, généralement, la biomasse algale d'un lac est
gouvernée par un apport initial en P (Dillon et Rigler, 1974). Cependant
l'identification des différentes formes de P, leurs concentrations et leurs
biodisponibilités respectives, n'ont pas été établies et constituent un
obstacle majeur pour comprendre la dynamique du P dans les eaux naturelles.
En général, les méthodes chimiques surestiment le PO4 en hydrolysant une
partie du P organique (Stainton, 1980). Rigler (1956, 1966, 1968) a montré
que la méthode chimique du bleu de molybdéne surestime la concentration en
PO4 par au moins un ordre de magnitude. ' De plus, en enlevant le P 3 haut
poids moléculaire, la détermination du P residuel (on présume le POy)

demeure encore trop élevée (White et al., 1981).

En ce qui concerne les autres formes de P, les plus communes sont les
pyrophosphates, les polyphosphates, et les esters organiques de ceux-ci,
généralement appelés "P organique” (Cembella et al. 1984a, 1984b). Ces
derniers couvrent une grande étendue en poids moléculaire et le substrat

organique peut étre humique ou fulvique (Stewart, 1984). Des composés

-
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organiques 3 faible poids sont également présents et résultent de

1'excrétion algale (Lean et Nalewajko, 1976).

I1 est difficile de cerner la biodisponibilité du P organique car 1la
seule espéce de P dont il est possible de suivre le transfert dans les
différents compartiments biotiques et abiotiques du seston est le PO4. Des
expériences avec traceur montrent que celui-ci est rapidement pris en charge
par les algues (Nalewajko et Lean, 1978) et les bactéries (Medveczky et
Rosenberg, 1971), ces derniéres étant plus efficaces aux faibles
concentrations de PO4. A peu d'exceptions prés (Rubin et al., 1977), le P
organique ne semble pas directement disponible au seston mais doit plutét
etre dégradé en PO4, goit sous 1'action des rayons U.V. (Francko et Heath,
1983), soit par des enzymes tels les phytases (Herbes et al., 1975) ou les
phosphatases (Petterson, 1980, Jansson et al., 1981). En Nouvelle-Zélande,
des bioessais avec Chlorella ont montré la biodisponibilité de P & haut
poids moléculaire et de P & faible poide semblable au PO4 (White et Payne,
1980). En se basant sur 1'étude de Lean (1973a, b) ol le P est échangé
entre le P04 et d'autres formes de P, Petere (1978, 198l1) a proposé
d'estimer la biodisponibilité de chacune en fonction de son activité
spécifique. Cette approche est valable en autant que, d'une part, le PO4 et
les autres formes de P fassent partie d'un systéme fermé et que, d'autre
part, ce systéme représente toutes les formes de P potentiellement

disponibles.




1.1 Le compartiment invigible

Pour suivre le transfert du PO4 vers le seston, on injecte le traceur

dans un réacteur contenant une eau naturelle. Puis, périodiquement, on
retire des aliquotes qu'on filtre sur une membrane de 0,45 um. L'activité
résiduelle dans le filtrat est ensuite portée sur l'ordonnée d'un graphique
avec le temps en abscisse. Il en résulte un profil d'incorporation du P qui
exprime la fagon dont le seston échange le PO4 avec le milieu (Rigler,
1966). La premidre partie du profil suit presque toujours une droite
log—~linéaire dont la pente constitue une approximation de la vitesse

relative d'entrée du 32P04 dans le seston. Cette pente est appelée

phosphorus uptake rate constant, qui est traduit ici par constante de

vitesse d'incorporation du phosphore (CVIP). La seconde partie du profil

peut demeurer rectiligne ou encore présenter une ou deux inflexions (fig.
1.1). Malgré qu'il soit possible de générer des profils diphasiques sans
avoir nécessairement recours aux modéles fermés (Riggs, 1963), 1la
classification fonctionnelle de Lean et Nalewajko (1979) en profil de types
I, II, et III est basée uniquement sur l'utilisation d'un moddle général
fermé 3 trois compartiments. Cette restriction découle de 1'observation que
la majorité des profils présentent une asymptote, ce qui peut indiquer un

systéme d'échange fermé ayant atteint 1'équilibre isotopique.
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FIGURE 1.1. Simulation numérique des profils d'incorporation du PO4 selon
la classification de Lean et Nalewajko (1979).
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Cependant, Levine et Schindler (1980) ont mesuré 1'équilibre
isotopique dans deux lacs du Bouclier Canadien en incubant le traceur dans
des limnocoraux. Le premier lac était oligotrophe, tandis que le second
avait été artificiellement eutrophisé avec des ajouts réguliers en P, en
carbone (C) et en azote (N). Aprés plusieurs jours d'incubation en présence
de 32P04. on filtra l'eau du lac. Les fractions solubles et pgrticulaires
furent ensuite évaluées. Dans tous les cas, la fraction éarticulaire
accusait une activité spécifique beaucoup plus élevée que la fraction
soluble. Cependant, ce déséquilibre ne pouvait pas &étre causé par un
transfert du traceur de la phase soluble vers la phase particulaire, parce

que la presque totalité du traceur en solution était le "P-colloIdal" de

Lean (1973a), une forme peu disponible (Lean et Rigler, 1974).

Pour tenir compte de cette situation, la proposition de Levine (1976)
semble plus adéquate: le déséquilibre isotopique indique la présence d'un
autre compartiment de nature colloidale, distinct du P collofdal. Suivant
1'idée de Chamberlain (voir Rigler, 1974), ce compartiment est une source de
P, ou est complétement réfractaire. Dang les deux cas, le traceur ne
perfusera pas un compartiment qui demeure inaccessible au traceur, alors que
l'activité spécifique de la fraction soluble s'en trouvera diminuée. Pour

cette raison, ce compartiment est qualifié ici d'"invisible”.

I1 y a donc trois possibilités pouvant expliquer le déséquilibre
isotopique: 1) le systéme d'échange est fermé avec un compartiment de P
invisible et réfractaire au seston; 2) le systéme est ouvert avec un
compartiment de P invisible et biodisponible au segton; 3) le systéme est

ouvert avec un compartiment de P invisible et partiellement biodisponible.
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En fait, le systédme ne peut & la rigueur étre fermé que si le compartiment

invisible est totalement réfractaire.

I1 reste donc 3 déterminer sous quelles conditions le systéme doit
8tre ouvert ou fermé. Les deux options semblent également possibles dans
les eaux naturelles étant donné qu'il existe des formes de P disponibles au
seston (Paerl et Downes, 1978), alors que d'autres le sont peu ou pas du
tout (White et al., 198l). Cette ambiguité entre le systéme ouvert ou fermé
ne résulte pas d'un cas isolé puisque Peters (1979) a rapporté des profils
de ﬁype IT1 (systéme fermé) alors que 1'équilibre isotopique n'était pas
atteint. Il en va de méme pour les étudee antérieures faites avec traceurs
sur des lacs entiers (Rigler, 1974). En fait, il n'y a pas de cas rapporté
od 1'on a pu observer un équilibre isotopique en utilisant le traceur 32P0y4

dans les eaux naturelles.

Il est possible d'estimer la taille relative du compartiment
invisible en utilisant les résultats de Levine et Schindler (1980). Ce
calcul débute avec la définition de l'activité spécifique d'un systéme 2
1'équilibre isotopique alors que tous les compartiments sont également
perfusés par le traceur. Dans ce cas, la fraction soluble présente la méme

activité spécifique que la fraction particulaire. Ainsi, on peut écrire:

f*
Sfo = §r = — 1
f
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ol f* = activité de 32p dans le filtrat (nCi)
f = quantité de P biodisponible dans le filtrat (ug)
Sfo = activité spécifique du filtrat, sans compartiment
invisible
Sr = activité spécifique de la fraction particulaire

(rétentat) (nCi/ug)

Par contre, si un compartiment invisible existe dans le filtrat, alors
l'activité du filtrat est moindre que celle de la fraction particulaire
parce qu'une partie du filtrat devient inaccessible au tracedﬁ. Il faut

alors écrire:

f*
2
Sfa = (2)
f + a
ol a = quantité de P dans le compartiment invisible (ug)
Sfa = activité spécifique du filtrat avec un compartiment

invisible de taille a

La taille relative du compartiment invisible est maintenant définie comme

suit:
a
c " (3)
a+ f
od: C = fraction du P dans le compartiment invisible par rapport

au P total du filtrat

En combinant les équations 1 et 2 :

(4)




£* a
(5)
St - Sfa =
a+f
Puis, avec les équations 1, 4 et 5 :

Sr
Dans le tableau 1.1 sont montrées les valeurs de C pour les différents
résultats de Levine et Schindler (1980). Cette analyse montre que si le
déséquilibre isotopique était causé par un compartiment non marqué, celui-ci
devrait alors constituer 80% du phosphore soluble en moyenne.
TABLEAU 1.1. Grandeur relative du compartiment invisible requis
dans la phase soluble pour atteindre 1'équilibre isotopique. Les

calculs ont été faits 3 partir des données de Levine et Schindler
(1980).

Activité spécifique Taille relative du
compartiment invisible
Rétentat Filtrat

Sp Sfa C
Lac Date (nCi/ug) (nCi/ug) (%)
227 1973/76/17 71,58 0,592 92
1973/7/9 3,38 0,368 89
1973/8/17 1,63 0,188 88
302 S 1973/6/6 27,8 5,73 77
1973/7/16 34,3 7,73 77

Cette valeur est trés élevée et indique que le traceur ne permet de
voir qu'une faible partie de la dynamique du P. L'hypothése de Peters

(1978, 1979, 1981) veut que si le PO4 est hautement biodisponible, toute
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fraction qui s8'échange avec lui 1l'est aussi. Mais l'activité de chaque
fraction est une mesure de sa biodisponibilité en autant que 1'équilibre
isotopique est atteint; une condition difficilement vérifiable dont on
présume 1'existence. Si 1'équilibre n'existe pas, l'activité des fractions
devient une mesure non pas de leur biodisponibilité, mais de 1'accumulation
du traceur dans des compartiments réfractaires. La mesure dg l'activité
spécifique d'une fraction n'est donc pas suffisante pour en dé£erminer la
biodisponibilité.

Le but ici est d'évaluer la biodisponibilité du compartiment
invisible en tant que source de P. De par sa nature méme, celui-ci ne peut
pas &tre marqué et ses propriétés devront E&tre inférées par 1l'effet qu'il
cause sur des mécanismes mesurables. En supposant que la partie
biodisponible du compartiment est éventuellement convertie en PO4 et que de
faibles variations de la teneur en P04 causent un changement immédiat sur
les CVIP (Rigler, 1966), la présence de P biodisponible devient décelable.
Le deuxiéme chapitre expose cette approche (Brassard et Auclair, 1984a) en
examinant les effets produits sur les CVIP lorsqu'on augmente une a une la
concentration de plusieurs fractions de P naturel. La difficulté rencontrée
ici est de pouvoir déterminer s8i le changement des CVIP est bien causé par
la fraction de P ajoutée et non pas par un artefact de filtration régultant
de 1'adsorption abiotique du traceur sur un composé colloidal (Lean, 1973a).
Le troisiédme chapitre présente donc une méthode pour vérifier rapidement si
le traceur demeure sous la forme PO4 durant le cours de l'incubation
(Brassard et Auclair, 1984b).

Le quatri@me chapitre examine les effets & long terme du

compartiment invisible qui, en tant gque source de P, devrait produire une
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augmentation de la biomasse algale. Durant cette expérience, les fractions
naturelles sont injectées dans des sacs in_situ pour une période de deux
semaines. La conversion du P organique en PO4 A partir du compartiment
invisible et son assimilation dans le seston sont suivies en mesurant la

CVIP, 1'activité des phosphatases, et la chl-a (Auclair et al., 1985).




LES EFFETS DE LA MATIERE ORGANIQUE NATURELLE

SUR L°'INCORPORATION DU PO4

2.1 Introduction

Bien que l'on puisse prédire les concentrations estivales de chl-a &
partir des valeurs de P total (Dillon et Rigler, 1974), trés peu
d'information existe sur la disponibilité des différentes fractions
opérationelles du P total. On sait cependant que le P est échangé entre
plusieurs compartiments et on a une idée du poids moléculaire de chaque
compartiment ainsi que des flux relatifs d'échange entre eux (Lean, 1973a,
b). Cependant, bien d'autres aspects de la dynamique du P demeurent une
énigme. Par exemple, on a trouvé dans des lacs de Nouvelle-Zélande un P de
haut poids moléculaire qui n'était pas toujours disponible au seston et qui
ne donnait pas toujours un rendement de biomasse comparable 3 celui du P04
(Paerl et Downes, 1978; White et Payne, 1980). On peut avancer que
1'utilisation incompléte de ce P résulte d'une induction trop lente des
phosphatases parce que les taux de division cellulaire sont de beaucoup

moindre en milieu naturel (0,5 3 1 jour-1) qu'en culture de laboratoire
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(> 1 jour-1ly, Il est également possible qu'une partie de ce P soit

complétement réfractaire 3 la matidre vivante.

Dans plusieurs lacs canadiens souffrant d'une carence extréme en P,
on observe des profils d'incorporation du PO4 qui s'ajustent sur une
équation & deux termes exponentiels (profil diphasique). C'est dans ces
conditions que le P colloidal est marqué le plus rapidement (Lean et
Nalewajko, 1979), et que ce produit n'est presque pas disponible au seston
(Lean, 1973a, b). Cependant, lors d'incubations de 7 jours dans des
limnocoraux de lacs du Bouclier Canadien, 1'équilibre isotopique n'a jamais
pu &tre atteint, que ce soit en condition oligotrophe ou eutrophe (Levine et
Schindler, 1980). Ceci indique que le traceur ne marque pas tous les
compartiments. Il est donc possible qu'il y ait une relation entre le temps
requis pour marquer le P colloidal (et donc pour atteindre 1l'équilibre
isotopique) et la présence dans le milieu d'un composé de P disponible au

seston, mais non marqué.

L'expérience de Levine et Schindler (1980) a également montré que

telle que mesurée selon le bio-essai de Rigler (1966), la concentration en

PO4 demeurait invariable et sensiblement la méme durant la période estivale,
et ce, pour deux lacs dont la teneur en chlorophylle différait par prés de
3X (Levine, 1976). Les auteurs conclurent que le PO4 était un bien faible
indicateur de 1'état trophique d'un lac. De plus, seul le phosphore total
dissout (PTD) se trouvait en corrélation avec le P particulaire, impliquant
qu'une source importante de P pour le seston provenait du PTD. Ce
raisonnement est appuyé par le découplage temporel bien connu entre

incorporation et croissance, surtout lorsque le phytoplancton est soumis &
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une didte en P (Lean et Nalewajko, 1976; Nalewajko et Lean, 1978; Rhee,
1973; Gotham et Rhee, 1981), et aussi lorsque 1l'on sait que le radio-bio-
essai mesure le flux de PO4 sur une échelle de temps qui est
considérablement plus petite (typiquement 1 heure) que le taux de renouvel-

lement chez le phytoplancton et les bactéries (typiquement 24 heures).

Il est possible que le flux du PO4 ne témoigne que d'une partie de la
totalité des flux nutritifs importants pour la cellule. On peut ajouter
comme corollaire que la concentration de PO4 egt la résultante de processus
biologiques plutdt qu'une variable de contr8le. Si on suppose qu'en plus du
PO4, le phytoplancton hydrolyse et assimile également des composés A faible
poids moléculaire, alors il est possible d'affecter le cycle du P en
modifiant la concentration de ceux-ci. Nous avons donc testé 1'hypothése
que le cycle du P tel que mesuré par l'incorporation du PO4 peut &tre altéré
par des composés de P 3 faible poids moléculaire présents dans les eaux
naturelles. Nous présentons ici une série d'expériences utilisant 1le
fractionnement par poids moléculaire des eaux natureiles. Ces fractions
furent ensuite exposées au seston naturel et les CVIP furent mesurées. Des
expériences furent également menées pour savoir s8i ces variations n'étaient

pas causées par une adsorption abiotique ou encore par complexation.
2.2 Méthodes et matériaux

Toutes les expériences ont été menées 3 partir des eaux du lac
Tantarie, un lac du Bouclier Canadien, acide et oligotrophe. Le 1lac
Tantarie est gitué 3 470 04' N par 710 33' 0, 3 42 km au nord de la ville de
Québec. Les caractéristiques limnologiques sont présentées au tableau 2.1.

Au cours de nos expériences, la communauté de phytoplancton était dominée en
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aoQt par les algues bleu-vert Merismopedia tenuigsima et par Microcystis

8Pp. En octobre, les espdces dominantes étaient Chrysococcus gp. et

Chromulina sp., deux chrysophycées. L'incorporation du 32P04 par le seston

a été suivie par filtration successive sur Millipore 0,45 um et en mesurant
l'activité du filtrat. Puisque dans la plupart des expériences on ajoutait
25 mL de concentrat & 200 mL de seston naturel, l'expérience n® 1 a été
menée pour s'assurer que l'on pouvait utiliser 25 mlL d'eau '§urifiée et
déionisée (Millipore Milli-Q3R0O/Milli-02) comme témoin aussi bien que 25 mL
d'eau du lac filtrée (ELF). Pour ce faire, la CVIP d'un seston naturel
intact a été comparée & celle d'un seston progreséivement dilué avec des
ajouts combinés selon les proportions 2:0, 1l:1 et 0:2 (ELF: eau Millipore).
Aprés avoir injecté le PO4 dans le seston, des aliquotes de 5 mL furent
filtrées et rincées avec 10 mL d'eau Millipore contenant 10 uM de P04 non
marqué ("froid"). L'activité des filtrats a été mesurée ensuite par
scintillation liquide (LKB Rackbeta) en utilisant la méthode Cerenkov (32P)

ou en émulsion avec Aquasol (33pP),

L'expérience no 2 a été menée pour mesurer l'effet de deux fractions

sur 1'incorporation du PO4. Celles-ci furent obtenues par ultrafiltration

de facon 3 obtenir une premiére fraction ol les composés avaient un PMA plus
grand que 50 000 et une seconde avec un PMA plus petit que 50 000. Ces

fractions furent obtenues en suivant les recommandations de Buffle et al.

(1978, 1982) ainsi que de Buffle et Deladoey (1982). La procédure se fit
sans électrolyte de support afin de ne pas altérer certaines formes de P

labiles.
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TABLEAU 2.1. Caractéristiques limnologiques
du lac Tantarie.

Elévation (m) 500
Précipitation (cm) 145
Surface (km2) 1,33
Surface du bassin (km2) 12,1
Profondeur maximum (m) 21,0
Conductivité (uS.cm-1) 18,0
pH 5,1
Alcalinité (mg C.1-1) <0,2

pH eau de pluie
Ca (mg.1-1)

Mg (mg.1-1)

K (mg.1-1)

Na (mg.1-1)

Fe (mg.1-1)

Mn (mg.1-1)

Al (mg.1l-1)

€1 (mg.1-1)

S04 (mg.1-1)

NO3 + NO2 (mg.1-1)
Couleur (Unités Hazen)
Chl-a (ug.1l-1)

W

- W e e e W e w w w w e

NUMOULMOOOOOOO N
NOULJIYWNODODOUWNUN
LA IS 8
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La procédure d'ultrafiltration (fig. 2.1) s'est déroulée comme suit:
nous avons récolté l'eau du lac le 3 aoQt 1981 et, en moins de 2 heures,
l'eau fut filtrée sur 0,45 um (HAWP, Millipore) en changeant plusieurs fois
de filtre afin d'éviter le colmatage (fig. 2.1). Le filtrat de 800 mL
obtenu fut ensuite divisé en deux parties de 400 mL. La premiére fraction
(T) fut évaporée sous vide (Buchi, Roto-vapor-R) jusqu'd 25 mL et conservée.
La seconde fut soumise & 1l'ultrafiltration "thin-Channel™ (Amicon) en
utilisant une membrane XM50 et arrétée lorsque le volume du rétentat

atteignit 25 mL. Cette fraction (I) fut conservée (PMA >50 000).




— tv (RE)

<€

EXPERIENCE @ @ @
DATE 06/08/81 14708/ 81 24/10/8!
N
TYPE OF L N
FILTRE
— T (RE) —T(RE) J—T(RE)
I (FC) 1(FC) 1 (FC)
— II (RE) — T (RE)
— I (RE)
ur (FC) IT (FC)

<<

—V(RE)

v (FC)

— VI (RE)

<

FIGURE 2.1.

3, et no 4,

Millipore 0,45 um;

Protocole de filtration utilisé pour les expériences n° 2, no
N = Nuclepore 0,4 um (nec3),
(no4). Les triangles correspondent aux unités d'ultrafiltration et le
numéro & 1'intérieur identifie le type de membrane utilisée.
(I-IV) furent évaporées sous vide (RE) ou ultraconcentrées (FC).

Les fractions
Toutes les

fractions furent amenées 3 un facteur de concentration de 16X.

0,2 um
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A son tour, le filtrat fut évaporé jusqu'd 25 mL, constituant ainsi 1la

troisiéme et derniére fraction (II) (PMA <50 000). Nous avons ensuite

mélangé chacune de ces trois fractions & 200 mL d'eau naturelle prise le 6
aoit 1981. Un mélange de 200 mL d'eau naturelle avec 25 mL d'eau pure
(Millipore) nous servit de témoin. Pas plus de deux minutes aprés le
mélange, les réacteurs recurent une injection du traceur PO4 qui avait é&té
filtré au préalable sur un filtre Millipore de 0,22 um afin de réiirer toute
trace de P polymérisé. Pour chaque réacteur, des aliquotes de 5 mL furent
prélevées, filtrées et comptées a 0, 2, 4, 6 et 8 minutes suivant
1'injection initiale du traceur. La CVIP fut calculée selon la régression

log-linéaire des résultats.

La procédure pour 1l'expérience n® 3 fut semblable 3 1'expérience no©
2, sauf que la récolte de l'eau du lac se fit le 13 aoiit 1981 et la premiédre
filtration sur 0,4 um Nuclepore. La procédure d'ultrafiltation fut
cependant plus élaborée et nécessita deux membranes (XM 100 et PM 10).
Comme auparavant, la matiére organique retenue par la membrane fut
concentrée directement 3 1'interface, tandis que la concentration du filtrat
se faisait par évaporation sous vide. Quatre fractions furent ainsi
obtenues (fig. 2.1): la fraction I, contenant la matiére organique (MO)
excédant 103 PMA; la fraction II, PMA < 105 ; la fraction III, 105 > PMA >
104; et la fraction IV, PMA < 104. Une cinquidme fraction (T) fut obtenue
en évaporant une partie du filtrat provenant de la premiére filtration sur
0,4 um. Selon ce protocole de séparation, et en supposant qu'il n'y a pas
eu de pertes au cours de la procédure, la concentration de PO4 devait &tre
égale A celle de l'eau du lac dans les fractions I et III, tandis que les

fractions T, II et IV devaient en contenir 16X plus. Les fractions furent
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respectivement mélangées avec 200 mL de seston naturel prélevé au lac le 14
aofit 1981 et les mesures de CVIP ge firent comme nous l'avons décrit plus

haut.

L'expérience n® 4 fut semblable 3 1l'expérience no 3, sauf que la
premiére filtration se fit sur Nuclepore 0,2 um. Une membrane supplémentai-
re (UM 05) fut utilisée lors de 1l'ultrafiltration de fagon 3 séparer 1la
fraction IV en deux, donnant ainsi la fraction V (104 > PMA > 5 x 102) et la
fraction VI (PMA < 5 x 102). Dans tous les cas, l'ultrafiltration se fit
sur systéme Amicon en utilisant un systéme "thin-Channel” pour les membranes

XM 50, XM 100 et PM 10, et un systdme "stirred cell™ pour la membrane UM 05.

L'expérience n® 5 a été menée afin de vérifier s'il y avait dans le
filtrat une adsorption abiotique du 32P04 au cours d'une période de 30 minu-
tes. De 1l'eau du lac, récoltée le 18 aoQt, fut filtrée sur 0,4 um Nuclepore
et séparée en deux portions de 8 mL. La premiére portion regu 1% de
formaldéhyde, tandis que la seconde agissait comme témoin. Aprés une
filtration préalable sur 0,22 um, le radiophosphore 32P04 fut ajouté et,
aprés une incubation de 30 minutes, chaque portion de 8 mL subdivisée en
trois fractions de 2 mL: la premidre pour mesurer l'activité total du
traceur, la seconde pour la chromatographie et la troisiéme 3 &tre refiltrée
sur 0,45 um Millipore afin d'obtenir une partie des composés P colloidaux
retenus par la filtration. La chromatographie se fit par centrifugation
dans des tubes spécialement congu pour contenir une matrice d'exclusion
moléculaire (Sephadex G-25). La méthode est décrite en détail par Brassard
et Auclair (1984b) (voir chap. 3). Bien que cette procédure ne puisse

distinguer que le PO4 et le P colloIdal, son avantage réside dans la
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rapidité d'analyse puisque 4 échantillons peuvent &tre traitées en moine de
30 minutes. C'est un gain de temps considérable sur la chromatographie
conventionnelle qui traite 1 échantillon en moins de 40 minutes, mais qui

est beaucoup plus précise.

Dans 1'expérience n® 6, nous avons vérifié si la fraction V pouvait
retenir le radiotraceur. Nous avions déjia observé que lfajout de la
fraction V & 1'ELF augmentait le temps de filtration, ce que Lean (1973a) a
aussi rapporté avec la fraction colloidale. Nous avons donc supposé que si
cette fraction adsorbait le traceur, celui-ci s'en trouverait davantage
retenu sur le filtre. Deux aliquotes (45 mL) d'eau du lac furent placées
dans deux béchers en polycarbonate (pour minimiser 1'adsorption sur les
parois). Le premier fut traité avec 2,5 mL de formaldéhyde alors que le
second ne fut pas traité. On injecta ensuite dans les deux béchers 5 mL de
la fraction V, soit 1'équivalent de 2,5X 1la concentration naturelle.
L'injection du 32P04 préfiltré eur 0,22 um euivit dans les deux minutes.
L'activité du filtrat fut comptée 23 0, 2, 4, 6 et 8 minutes et les CVIP

calculées.

2.3 Résultats et discussion

En supposant que durant les quelques 10 minutes de mesure il n'y ait
pas eu de nouveaux sites de transports fabriqués par les cellules, il est
important d'établir que les CVIP reflétent 1'incorporation du PO4 gur 1la
cellule sans étre faussé par le relfche de P colloldal ou de PO4 marqués, ou
encore par une adsorption abiotique du traceur. Ces sguppositions sont
implicites chaque foig que les profils d'incorporation du P sont ajustés sur

une relation log-linéaire.
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FIGURE 2.2. Profils d'incorporation du PO4 de 1'expérience no 1. Afin de
vérifier la fiabilité des témoins, 4 réacteurs furent remplis avec

A:fférentes proportions d'eau du lac, d'eau du lac filtrée,
:..1lipore, selon le tableau gi-dessous:

Eau du lac Eau "Q"
Symbole Eau du lac filtrée Millipore
(mL) (mL) (mL)
® 100 200 0
D 100 100 100
a 100 0 200
(o] 300 0 0

et d'eau "Q"
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Dans la section 2.4 nous démontrons que la réponse log-linéaire des profils
d'incorporation ne peut exister s'il existe une adsorption significative du
traceur par des composés colloidaux. Dans les expériences n® 5 et 6 nous
montrons que 1'adsorption abiotique du traceur n'est pas importante durant
les mesures d'incorporation. L'objectif est de s'assurer que les variations
des constantes d'incorporation sont causées par 1'effet de nos fractions sur

1'incorporation du PO4 et non pas dues 3 un artefact expérimental;

Dans 1'expérience no 1, les constantes d'incorporation du PO4
demeurent les meémes lorsque 1'eau du lac est diluée avec 1°'ELF ou avec 1l'eau
Miilipore (fig. 2.2). En effet, une concentration plus forte de PO4 dane
1'ELF par rapport & l'eau Millipore aurait entratné une diminution de 1la
CVIP. La similitude entre les mesures faites avec 1'eau Millipore et 1'ELF
suggére que 1l'eau Millipore pouvait &tre utilisée comme témoin dans les
autres expériences. De plus, le rapport entre les pentes des échantillons
dilués et non-dilués suit parfaitement les facteurs de dilution de 1 partie
d'eau du lac pour 2 parties d'ELF ou d'eau Millipore. Ces résultats
suggérent que dans ce cas particulier, les profils d'incorporation du
traceur suivent une relation log-linéaire uniquement dépendante du nombre de

gites de transport.

Au cours des expériences subséquentes tous les mélanges furen£ faits
a4 partir d'une méme concentration de seston naturel de sorte que le nombre
de sites demeura constant. En conséquence, tout changement de 1la CVIP
indique un changement dans la concentration de PO4 ou dans les vitesses de

transport.
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FIGURE 2.3. Interprétation du profil d'incorporation du PO4, La CVIP d'un
réacteur témoin (C) ol on a ajouté 1l'eau "Q" Millipore est comparée a
l'ajout des fractions & 1'étude. Les CVIP peuvent augmenter (I) dans le cas
d'une diminution du compartiment PO4 ou encore parce que la fraction ajoutée
accroit la vitesse d'incorporation. La CVIP peut diminuer (D) lorsque le

compartiment PO4 augmente ou lorsque la fraction inhibe 1'incorporation.

Par rapport au témoin, une augmentation de pente chez les mélanges traités
indiquent soit une diminution de la concentration de P04, augmentant ainei
l'activité spécifique, soit une incorporation accrue de P dans les cellules.
Par contre, une diminution de pente peut @tre interprétée soit comme une
dilution du traceur par 1'augmentation du PO4, goit par 1'inhibition de

l'incorporation du phosphore dans la cellule (fig. 2.3).
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Dang 1l'expérience n® 2, l'effet des fractions T, I et II sur 1'eau

du lac est comparé avec un témoin d'eau Millipore (tableau 2.2): en présence
de la fraction T, l'incorporation du traceur est réduite, tandis que 1'ajout

des fractions I et II entraine une augmentation de 1°'incorporation du

traceur.

TABLEAU 2.2. Poids moléculaires apparents et paramdtres de
régression log-linéaire pour les expériences n® 2, n°o 3 et noO 4.

*, P < 0,05; **x, P < 0,01; NS, Non Significatif. Yo, Activité
initiale.

Fractions

Exp. Date PMA no CVIP Y, r2 t

2 81/08/06 PMA < 0,45um T 0,065 96,3 0,963  **
PMA > 5X104 I 0,166 92,9 0,997  *x
I
c

PMA < 5X104 I 0,165 86,3 0,994 *
Témoin 0,125 91,6 0,995 -
3 81/08/14 PMA < 0,4um T 0,022 96,5 0,979  **
PMA > 105 I 0,169 92,2 0,998 NS
PMA < 105 II 0,227 85,8 0,993  *x
104 < PMA < 105 111 0,175 91,3 0,994 NS
PMA < 104 iV 0,133 90,3 0,999 NS
Témoin c 0,150 85,4 0,996 -
4 81/10/24 PMA < 0,2um T 0,023 97,8 0,867 **
PMA > 105 1 0,067 94,3 0,999 NS
PMA < 105 II 0,069 95,0 0,994 NS
104 < PMA < 105 111 0,077 97,8 0,997 NS
PMA < 104 iv 0,072 97,3 0,997 NS
104 < PMA < 5X102 v 0,102 99,9 0,994  *x
PMA < 5X102 vi 0,075 97,0 0,996 NS
Témoins c 0,68 95,0 0,991 -

c 0,066 95,9 0,992 -

Cette diminution de 1l'incorporation du 32P en présence de la fraction

T était prévisible puisque ce traitement concentre le PO4 et cause une

dilution du traceur. Cependant, 1'augmentation de 1'incorporation du
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traceur aprés l'addition des fractions I et II fut surprenante puisque 1la

fraction II devait contenir autant de PO4 que la fraction T.

De méme, puisque les procédures d'extractions de 1'expérience no 3
étaient identiques pour chacune des fractions T, II, et IV, la concentration
en PO4 et les CVIP auraient di demeurer les mémes. Pourtant les CVIP
étaient plus élevées pour la fraction II que le témoin, et réduites pour 1la
fraction T (tableau 2.2). Ceci nous amena 3 postuler une modulation de la
CVIP par une substance contenue dans la fraction II et peut-étre IV. Nous
avons donc entrepris 1l'expérience no 4. Dans celle-ci, les CVIP suivent une
allure semblable 3 l'expérience n® 3. La fraction obtenue immédiatement
aprés la premiére filtration sur 0,2 um (fraction T) accusa la plus forte
baisse de CVIP en confirmant les résultats antérieurs. Par contre, seule la
fraction V produisit une augmentation significative de la CVIP par rapport
au témoin alors que la fraction II aurait d0 faire de méme. Deux facteurs
peuvent expliquer le cas de la fraction II: 1) la matiere organique
naturelle a changé entre le 14 aolt (exp no 3) et le 24 octobre (exp. no 4);
2) la filtration faite sur 0,2 um au lieu de 0,4 um a causé une rétention

sur la membrane ou une altération de la fraction II.

La fraction V mise & part, une augmentation des CVIP a pu tout
simplement &tre causée par une adsorption abiotique du PO4 résultant, par
exemple, d'un colmatage du filtre par des polyhydrocomplexes de fer ou
d'aluminium qui, adsorbant le P04 durant 1'ultrafiltration, causent une
diminution du PO4 dans le milieu et donc une plus grande activité spécifique

du traceur. D'autre part, le PO4 g pu se lier de facon abiotique
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immédiatement aprés l1'ajout de la fraction V dans le réacteur. Celle-ci

contiendrait alors des sites d'adsorption trés rapide.

I1 est possible de rejeter 1l'hypothése de l'adsorption abiotique en
examinant les résultats de 1l'expérience n® 3 ol l'effet des fractions T et
ITI présentait, par rapport au témoin, une tendance similaire 3 ceux de
l'experience n® 2, alors que les fractions I et III ne présentaient aucune
différence. En effet, puisque le temps de contact du concentrat sur la
membrane d'ultrafiltration est plus élevée pour les fractions I et III que
pour les fractions II et T qui ne font que passer & travers le filtre, on
devrait donc s'attendre a3 une plus grande perte de PO4 dans les fractions I
et III, et obtenir ainsi une CVIP plus élevée par rapport au témoin. Ceci
n'a pas été observé dans l'experience no 3, ni dans la no 4. Cette observa-
tion nous permet de rejeter 1'hypothése d'une adsorption du PO4 due au

colmatage du filtre durant 1'ultrafiltration.

La seconde hypothése d'adsorption a été éliminée & partir des
résultats de 1l'expérience n® 6., Au cours de celle-ci, l'incorporation du
traceur a été mesurée en présence de la fraction V (obtenue de 1'exp. n® 4).
En théorie, si l'activité du filtrat est mesurée immédiatement aprés 1l'ajout
du traceur (i.e. au temps zéro), on devrait y retrouver l'activité initiale
4 100%. Mais si une partie du traceur est retenue sur la membrane, alors
l'activité initiale sera moindre. La rétention est donc la différence entre
1'activité initiale mesurée (Yg, tableau 2.2) et 100%. L'expérience n°® 6 a
mis en évidence une rétention du traceur lors des filtrations successives.
La rétention avec formol fut de 15.4% (erreur = 1.28%) et de 14.4% (erreur=

1.8%) sans formol. Ces résultats sont semblables aux valeurs obtenues lors
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de 1'expérience no 1 (15% et 20%). En plus, les rétentions pour les
fractions II (exp. n® 3) et V (exp. n® 4) ne sont pas différentes de leurs
témoins respectifs. Dans ces cas, une adsorption instantanée du traceur
devrait causer une diminution de rétention et un plus faible coefficient de
détermination (voir section 2.4). En conséquence, les rétentions observées
ne sont pas attribuables & 1'adsorption abiotique du traceur par la

fraction V.

Les résultats du fractionnement sur gel de 1'expérience no® 5
confirmérent que le traceur demeura sous la forme PO4, Toutes les mesures
furent faites avec et sans formaldéhyde afin de s'assurer que les résultats
étaient uniquement attribuables & 1'adsorption abiotique. Dans tous les
cas, la chromatographie rapide des filtrats montra que 95% du traceur était
3 la position PO4 et qu'aucune rétention significative n'eut lieu lors de la
refiltration. Ainsi, on peut rejeter 1l'adsorption abiotique du traceur par
des colloides présents dang le filtrat durant la premiére demi-heure. Une
expérience identique, mais avec préfiltration sur 0,45 um (Millipore), a
donné les mémes résultats, montrant aingi que dans le lac Tantarie, la
biomasse bactérienne peut @8tre aussi efficacement retenue sur 0,4 um

(Nuclepore) que sur 0,45 um (Millipore).

Si les hausses de CVIP ne sont pas attribuables 3 1'adsorption
abiotique, 1l'adsorption du PO4 gur des produite possédant des sites actifs
tels les hydroxides de fer ou encore les complexes d'acides fulviques n'est
pas significative ici. Au contraire, il s'agit plutét d'une stimulation des
vitesses d'incorporation du PO4 dans les cellules. D'un point de vue

Physiologique, une telle stimulation aurait un sens si le transport du POy
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était couplé métaboliquement 3 l'activité des phosphatases sur la membrane
plasmique. On a d'ailleurs confirmé la présence de phosphatases entre cette

membrane et 1l'enveloppe cellulaire chez les bactéries (Cheng et al., 1970;

MacAlister et al., 1977) et aussi chez la chlorophycée Chlamydomonas

reinhardi (Matagne et al., 1976).

On pourrait expliquer cette augmentation de la CVIP par un mécanisme
oll le P serait un agent nécessaire pour transporter une source de C &
1'intérieur de la cellule. En effet, Lean et White (1983) ont montré que
lorsque 1'apport de P est faible, l'incorporation de P est plus grande chez
les bactéries et les microalgues que chez 1les phytoplanctons plus
volumineux. Or, on sait que chez les bactéries, 1l'incorporation de
plusieurs sucres se fait par le systéme de phosphotransférase (Saier, 1982;
Kaback, 1970). Il est donc concevable de voir une demande accrue de POy
lorsqu'une source de C est transportée. Le mode de recirculation rapide du
P appelé "Don Quichotte™ par Lean (1973a) serait alors associé & une

asgimilation du C plutdt qu'a une limitation en P.
*

Taft et al. (1977) ont montré, en utilisant deux traceurs, que le
glucose et le P de la molécule de glucose—6-phosphate sont transportés
séparément, la moitié glucose 1'étant plus lentement que 1'autre. Ceci
indique que le glucose-6é-phosphate est scindé par les phosphataseé avant
d'eétre transporté en deux morceaux. La moitié PO4 pourrait alore regénérer
le phosphoenolpyruvate requis pour le transport du glucose. ﬁn tel systéme
aurait des avantages écologiques certains. Si le P organique consiste en
une moitié organique réfractaire, alors 1l'hydrolyse par la phosphatase

pourrait au moins récolter la moitié PO4 du composé. En plus, si la moitié
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organique est métaboliquement valable, alors la cellule pourrait récolter

les deux morceaux séparément.

L'importance ultime d'un tel procédé dépendra par contre de 1la
contribution en P qu'il peut amener 3 la croissance cellulaire. Bien que
1'on ait déjd observé des relations non-linéaires entre le P excédentaire
(Surplus Phosphorus), l'activité de la phosphatase et le taux de croissance
4 1'état d'équilibre (Fitzgerald et Nelson, 1966; Rhee, 1973), 1l'impact sur
le taux de division cellulaire de cette modulation des apports nutritifs en

P n'a pas encore été examiné.

Au cours de grands changements dans la concentration en P04, on a

observé des profils d'incorporation multiphasiques chez les bactéries

(Rosenberg et al., 1977) et les champignons (Beever et Burns, 1977; Burns et

Beever, 1979). Ces résultats suggérent que la cellule possédde plusieurs
seystémes différents de transport, dont les propriétés cinétiques sont
ajustées 3 la concentration extracellulaire du PO4, (Cependant, en utilieant
des concentrations voisines de celles du milieu naturel, plusieurs études
ont montré que 1l'incorporation du P étai@ monophasique dans des cultures de
diatomées (Tilman et Kilham, 1976; Nyholm, 1977; Chisholm et Stross, 1976),
et dans des systé@mes marins (Perry et Eppley, 1981; Perry, 1976).
Contrairement i ceci, des profils diphasiques ont été observés fréquemment
dans les eaux du Bouclier Canadien (Chamberlain, 1968; Lean, 1973b; Levine
et Schindler, 1980). Toutes ces variations dans les cinétiques d'incorpora-
tion du P pourraient refléter des différences dans 1l'architecture des

membranes cellulaires entre des populations algales élevées en laboratoire,

et des populations algales naturelles. Puisque la membrane cellulaire
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contrdle la cinétique des composés qui sont transportés 3 1'intérieur, il ne
serait pas surprenant de découvrir que les systémes transporteurs sont
couplés cinétiquement 3 la chimie des solutions du milieu extérieur. Ainsi,
des cellules habituées 2 croitre dans des milieux simples et équilibrés
pourraient posséder une architecture de membrane simplifiée si on la compare
au phytoplancton qui doit faire face & 1'assortiment de réactions chimiques

potentiellement compétitives que 1'on retrouve dans les milieux naturels.

Nos résultats montrent que l'incorporation du P peut étre modulée par
certaines fractions de matiére organique. L'apport au milieu de ces
matiéres allochtones, ammenées du littoral par les pluies et les vents
(Stewart et Wetzel, 1981), pourrait expliquer cette variation. Cette
modulation devrait &tre étudiée plus 3 fond, car ce mécanisme pourrait
exister dans le but de maintenir la stabilité des taux de division
cellulaire malgré un environnement chimique trés variable (voir Harris,
1980). A cause de cette modulation, il devient difficile d'utiliser la CVIP

comme variable témoin pour comparer différents lacs.

Finalement, puisque nous avons proposé que la CVIP peut dépendre de
la présence et de la disponibilité de composés organiques 3 faible poids
moléculaire dans le milieu, il serait intéressant d'expliquer 1'uniformité
des concentrations en P04 dane des eaux de niveau trophique trds différent
selon le rble de ces composég organiques. On devrait aussi examiner leurs
relations avec les compartiments internes de P. L'effet qu'ils pourraient
produire & court et 3 long termes sur les réserves excédentaires en P ainsi
que sur l'activité des phosphatases nous semble important afin de mieux

comprendre les différences d'utilisation du P par unité de chlorophylle
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rencontrée dans les lacs (Kalff et Knoechel, 1978). On devrait alors
examiner la croissance du phytoplancton en fonction des réserves de P
internes en utilisant des systémes de culture en continu (Smith et Kalff,

1981; Denoyelles et al., 1980; Barlow et al., 1973a, b).

2.4 Effet de la rétention du traceur sur les CVIP

Au cours de ses travaux, Lean (1973a) a soulevé le probléme de
1'artefact de filtration. Apré@s une incubation avec PO4 il trouva que prés
de 46% du traceur dans le filtrat pouvait &tre retenu par une sgeconde
filtration sur Millipore 0,45 um. Cet artefact peut s'expliquer de deux
fagons. Le traceur peut etre adsorbé soit par la membrane Millipore,
agissant ainsi comme un simple échangeur d'ions, ou encore par un composé
colloidal. Dane le premier cas, la quantité de traceur adsorbée par 1la
membrane devrait étre proportionnelle A& la concentration du traceur encore
en solution au moment de la filtration. Dans le second cas, l'incorporation
du PO4 par le seston ne se fera qu'avec le traceur qui n'a pas é6té adsorbé
au départ par les colloides. Ce qui nous intéresse ici, c'est l'effet.que
produiront ces adsorptions sur la relation log-linéaire que l'on retrouve
généralement lors des mesures d'incorporation du P04 avec le seston. Le

modéle d'un échange de premier ordre prédit que:

C=Co ekt )]
ou: = quantité de traceur 3 t=0
Co = quantité de traceur au départ
t = temps écoulé depuis 1'introduction du traceur
k = constante d'incorporation (CVIP)

Une transformation log donne:
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In C = 1n Cy - kt (8)

ce qui produit une droite de pente -k. Nous considérons en premier lieu le
cas ou la membrane adsorbe uné quantité de traceur proportionnelle 3 1la

concentration de traceur en solution. Nous avons:
C = (1-f) C, ekt %)

ou f représente la proportion du traceur perdue au filtre. Alors, nous
avonsg:

In C

In [(1-f) Cy e=kt] (10)

n

In C = 1In (1-f) + 1ln Cy, - kt (11)

ce qui donne encore une droite de pente -k, mais dont la valeur initiale
sera diminuée. La seconde hypothése propose une séquestration initiale

suivie d'une incorporation du traceur restant. Donc:
C=[(Co - Ap) ekt + Ay] (12)

ol A, représente la quantité de traceur initialement séquestrée. On peut

maintenant combiner les deux situations en incluant 1'effet de membrane (f):
C = (1-f) [(Co - Ap) e~kt + A,) (13)
Aprés une transformation log:
In C = -1n (1-f) + In [(Cy — A,) ekt + Ay] (14)

Ce qui ne donne plus une droite, puisque maintenant la pente est:
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d (In€) _ , (Co - Ao) ekt (15)
dt (Co - Ap) ekt + Ay

I1 n'y a donc plus de log-linéarité 3 moins que A = 0, auquel cas la pente
redevient & —k. Notre démonstration implique que la log-linéarité et une
adsorption initiale du traceur par un colloide tendent & s'exclure 1l'une de
1'autre. Ainsi, 8i la retenue par la membrane est proportionnelle au
traceur restant, alors les estimés des pertes des CVIP devraient etre
justes. Si, par contre, la rétention n'est pas proportionnelle, alors les

estimés des pentes pourraient s'en trouver faussés.




UNE METHODE RAPIDE POUR SEPARER DES FORMES DE PHOSPHORE SELON.LE POIDS

MOLECULAIRE EN UTILISANT LES GELS D'EXCLUSION ET LA CENTRIFUGATION

3.1 Introduction

A 1'aide du traceur 32P04 (Rigler, 1966) et de la chromatographie sur

gel, on a pu identifier une forme "colloidale" de P dans les eaux naturelles
(Lean, 1973a; Peters, 1979). Le rdle de cette forme présente encore des
problémes puisqu'elle ne semble pas disponible 3 court terme (Lean, 1973a),
mais peut stimuler la croissance d'algues de culture & long terme (Paerl et
Downes, 1978). I1 est aussi possible que cette forme appartienne 3 un
compartiment qui ne soit pas marqué au cours d'une incubation avec le
traceur 32P04, Cette hypothdse peut expliquer 1'absence d'un équilibre
isotopique lors d'incubations & long terme (Levine et Schindler, 1980). Il
devient donc nécessaire de séparer la forme PO4 de la forme colloldale afin

d'en évaluer la biodisponibilité.

Une séparation précise des poids moléculaires peut se faire sur une
colonne & chromatoéraphie conventionnelle, mais 1l'analyse peut durer de 30
minutes 3 deux heures. La durée dépend principalement du type de gel

employé, de la longueur de la colonne et du débit. Puisqu'un seul
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échantillon peut &tre analysé 2 la fois, il se passe beaucoup de temps entre
le premier et le dernier d'une série. Pendant ce temps, le P dans
1'échantillon peut se dégrader et créer ainsi des pics secondaires. Cette
interférence rend difficile la comparaison 3 moins d'opérer plusieurs
colonnes en paralléle et d'ajuster tous les débits 3 la méme vitesse. Ces
ajustements sont souvent pénibles et il subsiste toujours la posgibilité que
des formes initialement a faible poids se transforment vers des.poids plus

élevés au cours de leur passage dans la colonne (Levine, 1976).

Toutes ces contraintes sont surmontables en accélérant 1'analyse. et
en traitant plusieurs échantillons 3 1la fois. La méthode d'extraction
“Centriflo" (Amicon) est certainement rapide, mais elle émploie une membrane
qui peut introduire l'artefact de filtration du P colloidal observé par Lean
(1973a). Les gels d'exclusion sont par contre plus avantageux car leur
rétention est minime. Nous proposons ici une méthode qui utilise le gel
Sephadex G-25 (Pharmacia) pour analyser quatre échantillons & 1l'intérieur de

20 minutes.

3.2 Principe d'opération

La méthodologie développée ici pour extraire les fractions se situe
4 un point intermédiaire entre la chromatographie conventionnelle sur
colonne et le procédé en vrac d'extraction/purification du manufacturier

(Pharmacia).

D'abord, un petit extracteur cylindrique (fig. 3.1) est rempli de gel
4 partir d'une suspension préparée aﬁ préalable. Puis 1'extracteur est

centrifugé pour assécher presque complétement cette suspension. Ensuite, on
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cte dans 1'extracteur un échantillon dont le volume n'excéde pas le

volume d'exclusion du gel.
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Aprés centrifugation, on garde le filtrat qui constitue la premiére
fraction. Un pareil volume, mais d'éluant cette fois—ci, est ajouté 2
1'extracteur; une autre centrifugation produit la seconde fraction. I1
s'agit de répéter plusieurs fois cette dernidre opération afin d'obtenir 10
fractions qui alors contiennent la totalité de 1'échantillon original. Le
profil de poids moléculaire complet de 1'échantillon est donc distribué dans

ces 10 fractions; la premiére constitue le volume d'exclusion (void volume).

3.3 Matériaux

L'extracteur (fig. 3.1) est entidrement monté avec les tuyaux et
raccords en CPVC de 3/4 de pouce employés dans la plomberie. La suspension
de gel est supportée sur une maille de 20 um (NITEX) qui elle-méme repose
sur un support poreux et rigide. Ce support, découpé et ajusté i
1l'extracteur, provient d'un équipement d'ultrafiltration (Amicon) et sert a
supporter les membranes. Seule la maille est collée au tuyau de CPVC, le
reste étant tout simplement embofté une pidce dans 1'autre. Les quatre
extracteurs sont assemblés avec leur fiole respective puis balancés au méme
poids en ajustant la longueur du tuyau. On doit prendre garde cependant que
1l'extracteur puisse jouer librement autour du cardan de la centrifugeuse.
I1 ne faut pas utiliser les extracteurs dans les supports fixés a 45 degrés
parce que la construction de plastique n'est pas assez forte pour supporter
les forces latérales lors de l'extraction. En montant les extracteurs sur
cardan, une vitesse de 2 000 tours est amplement suffisante pour garantir
une extraction compléte. On risque d'abimer le gel au deld de cette

vitesgse.
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3.4 Méthode

La suspension de gel est préparée en mélangeant 15 g de gel Sephadex
G-25 (medium grade) dans 100 ml de la solution éluante. Cette derniére
contient 0.3% NaCl et 0.02% NaN3j. Ordinairement, le gonflement des billes
de gel se fait soit en attendant 3 heures 3 la température de la piéce ou
encore 3@ 100 oC pendant 1 heure. Nous avons stérilisé la suspension 3 120
OC pendant 1 heure, combinant ainsi deux opérations en une. Les billes
doivent demeurer complétement immergées dans 1'éluant. Aprés une période de
refroidissement, on mélange délicatement le gel qui repose au fond en
utilisant une palette en caoutchouc. Puis, les quatre extracteurs sort
rapidement remplis jusqu'au bord avec la suspension car celle-ci se sépare
rapidement. Les quatre extracteurs sont ensuite centrifugés & 2 000 tours
pendant 1 minute, ce qui cause un certain tassement. Il faut alors ajouter

encore un peu de la suspension et centrifuger 3 nouveau.

Le pouvoir de séparation pour les composés & haut poids moléculaire
ge vérifie 3 1'aide du bleu de dextrane qui est toujours élué avec le volume
d'exclusion. Cette méthode est courante (Levine, 1976; Peters, 1979). Dans
notre cas, nous avons injecté deux extracteurs avec le bleu de dextrane et
les deux autres avec un traceur PO4. Les quatre extracteurs furent ensuite
montés dans la méme centrifugeuse (IEC, HN-S). Dans l'ensemble 1l'extraction
guivit le protocole suivant:

1) Preéparation : charger les extracteurs avec le gel 6-25. Centrifuger

a 2 000 tours pendant une minute. Jeter le filtrat.
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2) Ringage : ajouter 2 ml d'éluant dans chaque extracteur. Centrifuger
et ensuite jeter le filtrat. Répéter 5 fois afin de bien tasser le gel dans
les extracteurs.

3) Injection : ajouter 2 ml d'échantillon dans chaque extracteur, deux
avec le 32P04 et les deux autres avec le bleu de dextrane. Centrifuger a 2
000 tours pendant 1 minute. Garder ces premiéres fractions.

4) Extraction : ajouter 2 ml d'éluant dans chaque réacteur. wCentrifuger

et garder les fractions. Répéter 9 fois cette opération.

La concentration en bleu de dextrane a été mesurée par absorption i
600 nm et celle du traceur par scintillation Cerenkov avec un compteur LKB

(Rackbeta).

3.5 Résultate

Le pic correspondant au bleu de dextrane sort toujours & la premiére
fraction, tandis que celui du PO4 egt centré autour de la cinquidme (fig.
3.2). On doit se souvenir ici que les pics sortent toujours 3 la méme
fraction quelle que soit la quantité de gel dans l'extracteur parce que
toutes les billes du gel sont simultanément soumises a 1'extraction lors de
la centrifugation. Bien que cette méthode n'ait été tentée que sur le gel
6G~25 de type médium, l'utilisation d'un gel plus fin (G-25 fine) devrait
exiger plus de fractions pour compléter une extraction équivalente. Cette
méthode est probablement inadéquate avec les gels plus fragiles 3 plus haut
poids moléculaire (G-50 et plus). Ils risqueraient de se briser sous la

centrifugation.
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FIGURE 3.2. Profils d'extraction pour les composés 3 grands et petits poids
moléculaires. Le bleu de dextrane sert de standard pour les composés 3
poids moléculaire élevés (200 000 daltons). Le traceur PO4 représente les
petits poids moléculaires (environ 100 daltons). Le pouvoir de récupération
pour chaque échantillon est de 99%.

La capacité 3 séparer les poids moléculaires se vérifie en comparant
le PO4 avec le bleu de dextrane qui apparaft 2 la premilre position (fig.
3.2). Le PO4 a été choisi comme le représentant des faibles poids
moléculaires parce que dans les eaux naturelles, le P peut se diviser en

trois classes principales: un P 3 poids élevé (poids > 5000), sortant
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toujours 3 la premidre fraction comme le bleu de dextrane; un composé
intermédiaire (poids approx. = 250) appelé "XP" par Lean (1973a) et qui
n’'est pas toujours présent et, finalement, le PO4 et les composés organiques
de P 3 faible poids moléculaires qui apparaissent 3 la méme position (Lean,
1973a; Downes et Paerl, 1978; Stainton, 1980; White et al., 1981).
Quoiqu'il ne soit pas possible de résoudre le pic "XP", cette méthode permet
de séparer le P 3 poids élevé du PO4, ces deux pics constituang les formes
principales de P dans les eaux naturelles (Downes et Paerl, 1978). Nous
avons utilisé cette méthode sur le terrain ol nous voulions savoir si des
ajouts de concentrats organiques 3 1'eau naturelle pouvaient adsorber le POy
abiotiquement durant les 10 premidres minutes de contact. La précision
réduite de la séparation était suffisante pour nos besoins. On pourra tirer
avantage d'une telle méthode lorsque la rapidité de 1'analyse est plus

importante qu'une séparation précise.




EFFET DE DEUX FRACTIONS ORGANIQUES SUR L'ECHANGE DU PHOSPHORE

DANS UNE COMMUNAUTE NATURELLE DE PHYTOPLANCTON

4.1 Introduction

Les études traditionnelles sur le cycle du P se servirent des
radiotraceurs et de 1'analyse 3 compartiment pour pouvoir modéliser les flux
du marqueur (Lean, .1973a. b). Cette approche suppose que 1'équilibre
isotopique est réalisé lorsque le profil du traceur atteint une asymptote.
Dans Ba revue des travaux de Chamberlain sur des lacs entiers, Rigler (1974)
propose que le déséquilibre isotopique est causé par des compartiments de P
non marqué par le traceur. Des études plus récentes (Levine et Schindler,
1980) montrent que sur une période de plus d'une semaine, l'activité
isotopique est toujours plus grande dans le seston que dans la phase
soluble. Ces expériences indiquent que le marqueur n'est pas uniformément
distribué dans tous les compartiments, et que le cycle du P ne peut &tre
traité comme un systdme fermé dans cet intervalle de temps. Puisque tous
les compartiments ne sont pas marqués, il est possible que des composés de P
non marqués agissent comme source et aient donc une importance nutritive,
surtout lorsqu'on sait que la concentration en PO4 et son flux vers le

gseston ne permettent pas de discriminer entre deux lacs, dont la teneur en
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chlorophylle est prés de trois fois plus forte dans 1'un que dans 1l'autre

(Levine et Schindler, 1980).

On a proposé deux mécanismes & travers lesquels la matiére organique
dissoute (MOD) peut jouer sur le cycle du P:

1) dans les eaux riches en humus, la MOD libérerait le PO4 aprés
avoir été hydrolysée soit par les U.V. ou les phosphatases .(Francko et
Heath, 1979, 1982);

Z) dans les eaux alcalines, le PO4 pourrait étre séquestré par la MOD
associée au fer et ainsi réduire sa disponibilité aux algues (Stewart et

Wetzel, 1981).

Dans une autre étude (Chap. 2 ; Brassard et Auclair, 1984a), nous
avons montré que l'ajout de fractions naturelles entre 2 X 103 et 104 PMA
pouvaient changer le cycle du P en augmentant les CVIP. Ces expériences
étaient 3 court terme et nous n'avons pas pu évaluer la pertinence de cette
augmentation de la CVIP sur la croissance du phytoplancton. Nous avons donc
congu une expérience faite dans des sacs in _situ, pour évaluer si un ajout
de MOD pouvait influencer 1l'activité de la phosphatase, les CVIP et 1la
croigsance du phytoplancton. Les fractions de MOD furent extr#ites 3 partir
des eaux naturelles selon une procédure d'ultrafiltration pour ensuite &tre
soumise au seston naturel dont on avait enlevé les brouteurs. Durant
1’incubation qui suivit, nous avons utilisé 1'activité de la phosphatase
comme indicateur du potentiel d'hydrolyse du phosphore organique dissout
(POD). Les CVIP mesurées aprés l'ajout des fractions indiquaient les
variations du compartiment PO4 régultant d'une hydrolyse du POD, ou d'une

séquestration du PO4,
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4.2 Méthodes et matériaux

Puisque la capacité de complexation varie avec le pH de l'eau (Stumm
et Morgan, 198l1), ce qui pourrait altérer la nature des complexes formés 2a
1'intérieur du POD, nous avons fait une série d'expériences dans deux lacs
différents par leur acidité. Les expériences no 1 et no 2 se firent dans le
lac Tantarie, un lac acide et oligotrophe. L‘'expérience no 3 ge fit au lac
Laflamme, un lac circum-neutre. Des descriptions limnologiques de ces deux
lacs sont disponibles dans Brassard et Auclair (1984a) et Ouellet et Jones
(1983). Comme nous 1'avons bri&vement mentionné, le concept expérimental
consistait A& extraire la MOD par 1'ultrafiltration des eaux naturelles en
deux fractions définies selon leurs poids moléculaires. Les concentrats
ainsi obtenus ont ensuite été mélangés au seston du lac de fagon 3 créer une
concentration finale de 2X, 5X et 10X la concentration.originale du lac.
Les mélanges fractions/eau du lac ont ensuite été incubés dans des sacs de
polyéthyléne suspendus dans le lac et les CVIP, l'activité de la phosphatase

(AP) et la chl-a furent mesurées en cours d'incubation.

L'ultrafiltration sur fibres creuses suit les mé&mes principes qu'avec
les membranes d'ultrafiltration ordinaires; cependant, les effets de
polarisation sont réduits et une plus grande surface de filtration est
disponible. De grands volumes de liquide peuvent &tre traités dans un
minimum de temps. Aux valeurs limites d'exclusion de chaque cartouche
correspondent les limites de poids moléculaires des fractions I et II
utilisés dans nos expériences. Ces limites, exprimées en PMA, sont les
suivantes: 105 (Amicon H10X-100-20), 104 (Amicon HlOP-lO)‘et 2 x 103 (Amicon

SP2-43). L'opération se fit en trois étapes: la préfiltration, la
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concentration de la fraction I et la concentration de la fraction II. Au
cours de la premidre étape, on puisa l'eau du lac 3 1 m pour la passer
travers une maille de 100 um dans le but d'éliminer les brouteurs et
d'éviter ou de retarder le colmatage des fibres creuses par des grosses
particules. On filtra ensuite sur les premidres cartouches de 105 PMA et on
récolta le filtrat en tant que solution "A", (PMA < 105). Les deux étapes
de concentration qui suivirent consistaient a recirculer ceéée solution
contre une cartouche de PMA plus faible. Seul les produits plus petits que
la limite de 1la cértouche passaient au filtrat, alors que les plus grands
étaient retenus de l'autre‘cﬁté et sans cesse recirculés dans la caftouche.
Au fur et 3 mesure que le filtrat s'accumulait, le volume de la solution
recirculante diminuait, occasionnant ainsi une concentration de toute la MOD
retenue par la cartouche. Ainsi, dans la seconde étape, la solution "A"
(PMA < 105) fut recirculée dans des cartouches de 104 PMA. Le filtrat fut
conservé et appelé solution "B" (PMA < 104). Aprés avoir obtenu une
réduction suffisante de son volume, la solution "A" contenant toute la MOD
comprise entre 105 et 104 PMA fut donc désignée fraction I. De la méme
fagon, selon la troisidme &tape, la solution "B™ (PMA < 104) fut concentrée
contre dans cartouches de 2 x 103 PMA pour donner la fraction II, entre 2 x

103 et 104 PMA. Le filtrat (PMA < 2 x 103) fut jeté.

Toute cette procédure fut répétée pour chaque lac. Les solutions A
et B, 3 cause de leurs grands volumes (environ 1 000 L), furent entreposés
dans des sacs en polyéthyléne in situ. Tout 1'appareillage d'ultrafil-
tration, comprenant un générateur et un compresseur, était contenu dans une
embarcation amarrée le long du dispositif sur lequel étaient fixés les sacs

A et B. Afin d'éviter les risques de photodissociation de la MOD et de
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contamination par les eaux de pluie (Francko et Heath, 1979; Collienne,
1983), les sacs A et B furent couverts avec une toile opaque en polyéthyléne
durant l'opération. A la fin, les fractions I et II furent conservées dans
des contenants en polyéthyléne jusqu'au début des incubations. Les facteurs
de concentration des fractions I et II variaient entre 60X et 100X 1a
concentration naturelle alors que le contenu en C organique digsout (cop)
demeura en dessous de 50 mg.L-l, minimisant aidsi les risques de
coagulation/précipitation qui ont été observés 3 des concentrations voisines
de 80 mg.L-] dans plusieurs eaux (Buffle et Deladoey, 1982). Pour mélanger
les fractions avec le seston, un sac in gitu de 250 L fut rempli d'eau
naturelle . Puis, aprés avoir agité le sac avec un aviron en bois, des
aliquotes de 40 L furent passées & travers une maille de 100 um (Nitex) pour
retirer les brouteurs. Ces aliquotes furent versées dans des petits sacs,
auquels on ajouta les fractions par la suite. Deux petits sacs furent
préparés pour chaque niveau de concentration (2X, 5X et 10X) et pour chaque
fraction (I et II). Associé 3 chaque paire, le seston d'un sac témoin fut
dilué avec de 1l'eau pure (procédé "Q" Millipore) de fagon 3 rendre son
contenu comparable aux deux autres. Au total, 18 sacs furent ainsi remplis
et suspendus 3 un radeau. Les eaux du lac Tantarie étant trés claires, le
radeau entier fut recouvert. d'un grillage noir, ce qui réduisit 1'insolation
a 400 uE/m/sec & midi. Cette valeur est en dessous du seuil de
photo-inhibition (Harris et Piccinin, 1977). Il se pourrait que cette
diminution de 1l'insolation reduise la photodissociation de la MOD par 1les
rayons U.V. Les sacs furent échantillonnés immédiatement aprds le mélange
et ensuite 3 tous les 2 ou 3 jours durant 10 3 15 jours. Avant chaque

prélévement, les sacs furent agités avec une pompe & air manuelle. La chl-a
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fut déterminée par fluorescence apréds filtration sur 0,45 um et extraction &
1'acétone (Strickland et Parsons, 1972); 1'AP par fluorescence du substrat
3-méthylumbelliferyl phosphate selon la méthode de Jansson (1981); les
mesures des CVIP furent réalisées selon la procédure de Brassard et Auclair
(1984a). Le PTD a été dosé suite 3 une digestion 3 1'autoclave en présence
de persulfate de potassium et d'acide sulfurique (APHA, 1981). Le carbone

organique total (COT) a été mesuré avec un détecteur Beckman 915:

En ce qui concerne la présentation des résultats aux figures 4.1 a
4.5, chaque point représente la moyenne des contrdles et des traitements 2
2X, 5X et 10X pour toute la durée de 1l'incubation. Le niveau de confiance a
€té établi comme suit: pour chaque expérience, trois analyses de variance
ont été menées, une pour la CVIP, une pour 1'AP et la derniére pour la
chl-a. Ceci correspond au trois séries de données présentés 3 chaque
figure. Nous avons utilisé une analyse de variance 3 2 niveaux afin de
séparer la variation totale entre la croissance journaliére des populations
et les changements uniquement causée par l'ajout de nos fractions. Dans ce
second niveau, les témoins furent considérés comme ayant une concentration
ajoutée de 1X la concentration naturelle. Ainsi, nous avions quatre
“"traitements" de 1X, 2X, 5X et 10X. Nous avons comparé les moyennes des
témoins (1X) avec les autres traitements en se servant du test LDS (Least

Significant Difference) uniquement sur les analyses de variance dont les

rapports F étaient significatifs. Les erreurs des moyennes furent alors
obtenues des résidus de 1l'analyse, selon Snedecor et Cochran (1967). Tous
les calculs statistiques furent faits sur le logiciel SPSS de 1l'Université

du Minnesota. Afin de minimiser la possibilité d'une erreur de type II,
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surtout concernant les résultats des CVIP, nous avons choisi un niveau de

confiance P < 0,1.

4.3 Résultate et discussion

Les mesures de COT et de PTD ont été obtenues 3 partir des fractions
concentrées et divisées par leur facteur de concentration pour arriver aux
valeurs naturelles. En général, les valeurs de COT et de'PTD étaient
presque trois fois plus élevées au lac Laflamme qu'au lac Tantarie (tableau
§.1). Pour chaque 1lac, les COT étaient également réparties entre les
fractions I et II. La fraction I était claire, tandis que 1'autre avai<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>