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Variation saisonniére de I’activité phosphatase alcaline associée
au phytoplancton de la retenue hypereutrophe de Grangent (Loire)
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L’évolution spatio-temporelle de I’activité phosphatase alcaline spécifique (APA) (EC: 3.1.3.1) des peuplements phytoplanc-
toniques de la retenue de Grangent (Loire) a été étudiée. Cette activité enzymatique est maximale en été€ (comprise entre 20 et
69,4 pmol P-PO,3".h-L.mg-! au niveau de I’épilimnion) et minimale en automne et au printemps (variant de 0,1 a2 10 umol P-
PO43"h-l.mg1). Elle diminue au fur et & mesure que I’on s’enfonce dans la colonne d’eau et est inversement corrélée a la teneur
en orthophosphate du milieu. Par ailleurs, I’activité phosphatasique est étroitement liée aux fleurs d’eau cyanobactériennes. En
présence d’une méme concentration en orthophosphate, les algues semblent étre de meilleures compétitrices que les
.Cyanobactéries dans I'assimilation du PO,3" dissous. Les Cyanobactéries ont ainsi davantage recours a l'activité phosphatasique
pour disposer du phosphore minéral indispensable & leur métabolisme. Cette différence de comportement dans I'utilisation du
phosphore entre les Cyanobactéries et les algues pourrait représenter un critére explicatif supplémentaire des successions éco-
logiques.

Seasonal variation of the alkaline phosphatase activity of phytoplankton in the hypereutrophic Grangent reservoir
(Loire)

Keywords : hypereutrophic reservoir, phytoplankton, Cyanobacterium, alkaline phosphatase activity, phosphorus.

The seasonal and spatial changes of the specific alkaline phosphatase activity (APA) (EC: 3.1.3.1) were studied in relation to
several abiotic and biotic factors in the Grangent reservoir (located on the Loire River). The enzymatlc activity was maximal in
summer (between 20 and 69,4 pmol P-PO,3".h-1.mg"! in the epilimnion) and minimal in spring and in autumn (varying from 0,1
to 10 pmol P-PO43" h-L.mg1). This activity was greatest in the epilimnion and became weaker with depth. APA appeared to be
inversely related to the concentration of orthophosphate. Finally, the main peak of the alkaline phosphatase activity seemed to
be strictly associated with blooms of Cyanobacteria. In the presence of a similar concentration of orthophosphate, algae showed
a higher uptake rate of this nutrient than Cyanobacteria. Therefore, Cyanobacteria were more often obliged to resort to the phos-
phatase activity for mineralizing organic phosphorus. The observed differences in the phosphorus assimilation between algae
and Cyanobacteria might explain ecological successions related to the seasonal variations.

1. Introduction cyanobactériennes (Heath & Cooke 1975, Wynne
1981, Siuda & Chrost 1987, Devaux 1993, Michard
1994, Jamet et al. 1995, Berthon et al. 1996). L’ impli-
cation du phosphore dans la prolifération phytoplanc-
tonique et dans 1’apparition et le développement des
fleurs d’eau cyanobactériennes a été mise en évidence
(Devaux 1993, Michard 1994, Jamet et al. 1995, Ber-

N . L : thon et al. 1996). L’ion orthophosphate est la seule for-
1.Université J. Monnet, Laboratoire de Biologie Animale et

Appliquée, 23 rue du Dr. P. Michelon, 42023 Saint-Etienne Cedex, me de phosphore directement assimilable par les orga-
France. nismes. Cependant, une carence, voire méme une ab-

L’eutrophisation est devenue, ces derniéres décen-
nies, le probléme des plans-d’eau, des fleuves lents et
plus particulierement des réservoirs ou elle s’accom-
pagne fréquemment du développement de fleurs d’eau
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sence de PO,3- dissous, n’est pas obligatoirement le
facteur limitant d’une communauté phytoplancto-
nique. En effet, la plupart des especes disposent d’en-
zymes, les phosphatases, capables de transformer le
phosphore organique en phosphore minéral. Les phos-
phatases, également appelées phosphomonoestérases
ou phosphomonoesterhydrolases (E.C : 3.1.3.1), hy-
drolysent les esters ou les anhydrides de 1’acide phos-
phorique, libérant ainsi de 1’orthophosphate (Feder
1973). De nombreux travaux ont montré que I’activité
phosphatasique est indicatrice d’une carence en phos-
phore minéral (Boavida & Heath 1986, Wynne & Rhee
1986, Chrost & Overbeck 1987, Siuda & Chrost 1987,
Lapointe & O’Connel 1989, Feuillade et al. 1990, Her-
nandez et al. 1992, Perez & Romero 1993). La synthé-
se de la phosphatase alcaline n’est déclenchée qu’a
partir d’un seuil d’épuisement du stock phosphoré
constitué par le phytoplancton. Elle dépend des es-
peces constitutives de la biocénose (Huber & Hamel
1985, Hino 1988, Olsson 1991) .

Dans le cadre d’une étude sur 1’eutrophisation de la
retenue de Grangent, nous avons étudié 1’évolution
spatio-temporelle de I’activité phosphatase alcaline
des peuplements phytoplanctoniques au point Saint-
Victor-sur-Loire. Le but est de montrer si 1’activité
phosphatasique est indicatrice ou non d’une carence en
phosphore minéral mais également si certaines espéces
phytoplanctoniques possédent une plus grande capaci-
té d’utilisation des substrats organophosphorés comme
source de phosphore minéral.

2. Matériel et méthodes

2.1. Présentation du biotope

La retenue de Grangent, mise en eau en 1957, est si-
tuée dans le Sud-Est du Massif Central sur le cours
amont de la Loire et a une quinzaine de kilomeétres a
I’Ouest de Saint-Etienne. Elle posséde une capacité to-
tale de 57,4 106 m3 d’eau, s’engouffrant dans les
gorges de la Loire sur une longueur de 21 km. Sa lar-
geur maximale atteint 400 m pour une superficie de
365 hectares et une profondeur moyenne de 1’ordre de
35 m. Les fonctions principales de cet ouvrage sont la
production d’électricité, I’alimentation en eau potable
de collectivités voisines de Saint-Etienne mais ce plan
d’eau est également un site touristique (base nautique
de Saint-Victor-sur-Loire, plages aménagées, péche).
Deés la fin des années 70, le caractére eutrophe de la re-
tenue, accompagné de la formation de fleurs d'eau a
Microcystis aeruginosa, a été mis en évidence (De-
vaux 1993, Michard 1994, Jamet et al. 1995, Berthon
et al. 1996). La présence massive de ces Cyanobacté-

ries, en période estivale, montre un dysfonctionnement
de la biocénose qui a abouti aujourd'hui a une hyper-
eutrophisation de la retenue.

2.2. Echantillonnage

Les prélévements ont été effectués d’avril 1996 (se-
maine 14) & fin octobre 1996 (semaine 44) suivant un
pas hebdomadaire d’échantillonnage. Ils ont eu lieu les
vendredis a heure fixe (11 heures), en un méme point
«Saint-Victor-sur-Loire» aux profondeurs — 0.5 m, —
2.5 m, — 5 m et — 10 m. Les échantillons ont été ré-
coltés a I’aide d’une bouteille opaque de type Van
Dorn d’un volume de 8 litres. L’eau prélevée a ensuite
été préfiltrée sur filtre de 80 pm de vide de maille afin
d’éliminer la plus grande partie du zooplancton.

2.3. Parametres abiotiques et biotiques

Le dosage des ions orthophosphates repose sur la
formation en milieu acide d’un complexe coloré en
bleu en présence de molybdate d’ammonium et de. tar-
trate double d’antimoine et de potassium. La mesure
spectrophotométrique a été effectuée a 700 nm et a
880 nm de longueur d’onde apres filtration des échan-
tillons sur membrane de porosité de 0, 22 um (Norme

AFNOR NF T90.023 ).

La biomasse phytoplanctonique a ét€ déterminée a
partir du dénombrement cellulaire effectué a 1’aide
d’un microscope inversé (Wild 40) suivant la méthode
d’Utermohl (1958) modifiée par Legendre & Watt
(1972). Les biomasses spécifiques ont été calculées en
fonction des biovolumes cellulaires suivant la méthode
de Lohman (1908) et sont exprimées en milligramme
de Chlorophylle a/litre.

La teneur en Chlorophylle a a été déterminée suivant
la méthode spectrophotométrique de Lorenzen (1967)
apres filtration de 0,5 1 d’eau sur membrane Whatman
GF/C de porosité 1,2 pm.

Afin de déterminer l'activité enzymatique spécifique
des peuplements phytoplanctoniques, la concentration
en protéines de la fraction nano et microplantonique a
été mesurée suivant la méthode de Lowry et al. (1951)
aprés filtration de volumes de 250 ml d’eau sur des
membranes en fibre de verre Whatman GF/C.

2.4. Activité phosphatase alcaline (APA)

L’ activité phosphatasique spécifique des cellules mi-
cro et nanoplanctoniques a €té mesurée par la tech-
nique colorimétrique de Reichardt et al. (1967) utili-
sant 0,5 ml de para-nitrophényl phosphate (pNPP) a 1
mg.ml-! comme substrat chromogéne. Des échan-
tillons de 250 ml d’eau homogénéisée filtrée sur mem-
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brane en fibre de verre Whatman GF/C ont été incubés
6 heures a 37°C en présence de pNPP. Ce substrat per-
met de quantifier la phosphatase alcaline par mesure
de ’absorbance a une longueur d’onde de 410 nm.
Cette activité phosphatasique spécifique correspond a
l'activité enzymatique exprimée en micromoles d'or-
thophosphate libérées par heure et par milligramme de
protéines. Pour chaque échantillon, des triplicats de la
mesure de l'absorbance ont été réalisés.

2.5. Analyse statistique

Afin de synthétiser I’ensemble des résultats, une
Analyse en Composantes Principales, méthode mathé-
matique décrite initialement par Hotelling (1933), a été
réalisée. Cette méthode permet d’identifier une struc-
ture dans I’ensemble des résultats par partition de la
variance en facteurs essentiels correspondant aux vec-
teurs propres extraits de matrices de corrélations. A
partir de ces facteurs essentiels expliquant le maxi-
mum de variance, on recherche une corrélation avec
des parametres écologiques (Legendre & Legendre
1979).

3. Résultats
3.1. Parameétres abiotiques et biotiques

Les concentrations en PO,3- varient de 0,01 40,3
mg.1"! avec des maxima en automne sans doute causés
par une augmentation des apports de la Loire, par une
réduction de I’activité photosynthétique et surtout par
le brassage automnal. Les valeurs minimales, quant a
elles, sont estivales et trouvent leur origine dans la di-
minution des apports du fleuve en raison de 1I’étiage et
dans I'utilisation de cet anion par le phytoplancton
(Fig. 1).

Au printemps, la biomasse totale est largement do-
minée par la biomasse des Diatomées qui dépasse 25
mg.1-1 (Fig. 2). Il s'agit alors principalement d'Asterio-
nella formosa (de 8,5 106 4 18 106 cell.l'l) (Fig. 3).

Durant tout I’été, les Chlorophycées ou algues vertes
et les Euglénophycées constituent en moyenne plus de
90% de la biomasse totale. Les genres d'algues vertes
les plus rencontrés sont Staurastrum , Scenedesmus et
Chlamydomonas. Une poussée considérable mais fu-
gace des Euglénophycées (Euglena viridis et Euglena
polymorpha) le 22.08.96 a — Sm est a l'origine d'une
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Fig. 1. Evolution spatio-temporelle de la concentration en ions orthophosphates.

Fig. 1. Temporal and spatial changes in the concentration of orthophosphate.
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biomasse exceptionnelle franchissant 200 mg.1-1 (Fig.
2). ‘

En automne, les peuplements de Cyanobactéries et
d'algues vertes périclitent laissant la place aux Diato-
mées déja observées au printemps avec des biomasses
comprises entre 0,32 et 16,7 mg.1-! (Figs. 2, 3).

Le diamétre réduit des cellules cyanobactériennes
explique leurs trés faibles biomasses obtenues a partir
des biovolumes. Durant cette étude, la biomasse des
Cyanobactéries n'a jamais atteint 1 mg.1-! c'est pour-
quoi elle est difficilement distinguable sur les figures.

Les teneurs en Chlorophylle a varient de fagon im-
portante durant notre campagne puisque les valeurs ex-
trémes mesurées sont de 1,49 et 88,7 mg.m'3. C’est dé-
but juillet et pendant les 3 premiéres semaines d’aofit,
c’est-a-dire au moment des poussées de Cyanobacté-
ries et d'algues vertes que 1’on observe les valeurs les
plus élevées. Les concentrations maximales sont com-
prises, le 04.07.96, entre 22,8 mg.m3 4 - 5 m et 88,7
mg.m-3 a - 2,5 m (Fig. 4).
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Les concentrations en protéines varient de 0,96 a
1,92 mg.I'l. Les plus grandes fluctuations sont obser-
vées dans les couches superficielles et ont lieu de mi-
mai a fin aofit. C’est pendant cette période que les va-
leurs maximales sont mesurées (1,92 mg.l'! le
24.05.96 a - 0,5 m). Les valeurs minimales sont plutot
obtenues au début de la campagne (0,96 mg.1'! le
05.04.96 a - 0,5 m) mais aussi dés 1’arrivée de 1’au-
tomne et du brassage (Fig. 5).

3.2. Activité phosphatase alcaline (APA) :

D’une fagon générale, 1’activité phosphatasique spé-
cifique varie de 0,1 (le 30.05.96 a - 2,5m) a 69,4 umol
P-PO,3-h'L.mg-! (le 22.08.96 a - 0,5m) (Fig. 6).

Une variation spatiale et temporelle de I’APA est
observée : _

- D’une part, I’activité phosphatasique spécifique
est faible et relativement constante durant le prin-
temps (toujours inférieure a 20 pmol P-PO43-h-1.mg1)
et I'automne (ne dépassant pas 10 pumol P-PO,3-.
h-1.mg1) alors qu’elle fluctue davantage et atteint des
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Fig. 2. Répartition spatio-temporelle de la biomasse phytoplanctonique. L’échelle des biomasses calculées change en fonction de la profondeur.
Fig. 2. Spatial-temporal distribution of the phytoplanktonic biomass. Scale of the phytoplanktonic biomass change with depth.



217

24

(/391190 9°Q 1) Msuq

44
+4~4

Cyano
et Eugléno.

== Dialo
=== Alg.V.

z

A

- =
-

ACTIVITE PHOSPHATASE ALCALINE PHYTOPLANCTONIQUE

0.5m

35
30

®)

=3 vy =3
o~ — p=t

(1/s3INI130 9°01) Psuaq

|
—
20> 8
- —~tz
Ga<z
I s
[1is r
.A\\\\LA
QTSI Sk I |
// .
™~ An::nr
.\ T
A - -
A llllll .
.l\ll--NVﬂt.
llllll F ey
o
—
\n...l\l/
S~
\
S
S~
a
w
~N
-] o~ w =]

WO [¢
wo p7

1o ([
0 €0
1das 97
wdas 61

das g0
noe 67
mnos 77
noB ¢
noE 80
mnoe [
migz
1mf g1
mnf 1y
mnl p0
uml [z
umnf g
uml g
umf 99
rew O
Tew ¢
rew /|

few €0

t{ 18 07

JAB 61
e Z]
JAR CQ

Cyano
== Diato
-« Alg.V.

et Eugléno.

\AAA

—

-

A

2.5m

© - 0

- —

(/33N 9°01) Nsuaq

¢t Eugléno.

|||||||||

ZAGVAI 'SRV

v0.5m

Sm

20
‘16

o~ o -

(/samiao 9°01) Pusueq

Fig. 3. Evolution spatio-temporelle de la densité phytoplanctonique. L’échelle des densités cellulaires change en fonction de la profondeur.
Fig. 3. Spatial-temporal distribution of the phytoplanktonic cellular density. Scale of the phytoplanktonic cellular density change with depth.

100 1€
100 /1
120 €0
1das 61
1das g0
moe 7z
moe g0
mlgy
iy
um{ /7
uf ¢
Tew ¢
Tew [
reus ¢()
AR Q]
IAe G0

190 [¢
100 /]
120 €()
1das g1
1das g
moe 7z
mnoe 80
jml ¢z
nnf 77
uml /7
utf ¢
TeW ()¢
Tew / |
fewl ¢()
IAR G
JAR G()

10m

5m

190 T¢
10 L1
120 €0
ydos 61
ydas ¢
noe ¢g
noe g0
nnl¢z
i 7
uml /7
uinf ¢1
Tew (¢
few /]
Teur €0
IAe 6]
IAR G0

100 [¢
100 /]
190 €0
1das g1
1das g
moe 7z
mnoe |
ral gz
nl 7
umnl /7
umnf ¢
Tew ()¢
reus /[
Tew €0
IAR 6
IA® G()

(g¢wy/3w)® a11AydoioyD us uonenUIDOUO))
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Fig. 5. Evolution spatio-temporelle des teneurs en protéines.

Fig. 5. Spatial-temporal distribution of the protein concentration.
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Fig. 6. Evolution spatio-temporelle de ’activité phosphatase alcaline spécifique (APA).

Fig. 6. Spatial-temporal distribution of the specific alkaline phosphatase activity (APA).
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valeurs plus élevées pendant I’été (avoisinant 40 pmol
P-PO43-h-L.mg1).

- D’autre part, plus on s’enfonce dans la colonne
d’eau 0-10 m et plus les valeurs moyennes de 1’APA
spécifique sont faibles. Ainsi, cette activité enzyma-
tique ne dépasse jamais 19,2 pmol P-PO43~h-l.mg-! 2
- 10 m de profondeur alors qu'elle atteint 69,4 pmol P-
PO43-.h-L.mg-1 en surface (Fig. 6).

3.3. Analyse statistique
Une matrice de corrélation a été effectuée a partir de

6 variables correspondant respectivement a la densité

cyanobactérienne (Cyano), la densité des Diatomées
(Diato), la densité des algues vertes (Alg. V.), la
concentration en protéines (Prot), la concentration en
ions orthophosphates (PO4) et 1’activité phosphata-
sique (APA).

L’ensemble des corrélations statistiques figurent
dans le tableau 1, le seuil de significativité pour p <
0,05 étant égal a 0,39, aprés un test de Pearson. On voit
tout d’abord que les especes phytoplanctoniques préle-
vées 1'été se trouvent en bon état physiologique
puisque 1’on note une corrélation significative entre les
teneurs en protéines et les densités des Cyanobactéries
et des algues vertes. On constate également que 1’acti-
vité phosphatase alcaline est inversement corrélée et,
de facon trés significative, a la concentration en ions
orthophosphates.

Apres Analyse en Composantes Principales de ces
. parametres, on constate que les deux premiers vecteurs
propres traduisent 61% de la variance totale. L’ opéra-
tion de géométrie euclidienne consistant a projeter les
variables dans un sous-espace vectoriel (Doledec &
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Fig. 7. Analyse en Composantes Principales : Projection des va-
riables Cyano, Diato, Alg. V., Prot, PO4 et APA dans le sous-es-
pace vectoriel F1-F2. :

Fig. 7. Principal Component analysis : Projection of the Cyano, Dia-
to, Alg. V., Prot, PO4 et APA variables in the F1-F2 factorial map.

Tableau 1. Corrélations entre les variables Cyano, Diato, Alg. V.,
Prot, PO4 et APA. Seuil de significativité : 0,39 pour p<0,05.

Table 1. Corrélations between Cyano, Diato, Alg. V., Prot, PO4 and
APA variables. Significant : 0,39 pour p<0,05.

Cyano Diato AlgV. Prot PO4 APA

Cyano 1.00 —0,35 040 066 —040 0,70
Diato 1,00 —024 0,32 021 —0,36
Alg. V. 1,00 050 —0,31 0,51
Prot. 1,00 —0,38 0,57
PO4 1,00 —0,54
APA 1,00

Chessel 1987) permet de voir que le premier axe typi-
quement bipolaire oppose la densité cellulaire des
algues vertes sélectionnée négativement par rapport a
la densité des Diatomées et aux concentrations en ions
orthophosphates sélectionnées positivement. Le
deuxiéme axe sélectionne significativement (en va-
leurs négatives) la densité des cyanobactéries ainsi que
I’activité phosphatase alcaline, a2 un degré moindre
(Fig. 7).

La projection de ces variables, en fonction de la da-
te, dans le sous-espace F1F2 montre qu’il s’agit de 2
axes saisonniers. Les descripteurs déterminants du pre-
mier axe sont, cOté positif, les poussées algales printa-
niéres (donc a Diatomées) et les concentrations en
PO,3- élevées durant cette saison sans doute a cause
des apports du fleuve. Le deuxi€me axe est déterminé
(cOté négatif) par les poussées algales estivales (algues
vertes et Cyanobactéries) et I’APA (Fig. 8) .
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Fig.8. Analyse en Composantes Principales : Carte factorielle F1-F2
inter dates des variables Cyano, Diato, Alg. V., Prot, PO4 et
APA.

Fig. 8. Principal Component analysis : F1-F2 factorial map of the
Cyano, Diato, Alg. V., Prot, PO4 and APA variables depending
on the dates.
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4. Discussion et conclusion

L’ APA phytoplanctonique de la retenue de Grangent
est maximale en été, minimale en automne et au prin-
temps. Elle est principalement rattachée au phyto-
plancton se développant dans les premiers métres
d’eau et semble étroitement liée aux fleurs d’eau cya-
nobactériennes.

Ces résultats sont en accord avec ceux de Heath &
Cooke (1975) qui ont mesuré 1’activité phosphatase al-
caline phytoplanctonique du lac eutrophe américain
East Twin. IIs ont enregistré des valeurs maximales en
aolit et minimales en automne. Les pics estivaux coin-
cident avec les blooms cyanobactériens & Aphanizome-
non flos aquae et les valeurs de I’APA chutent quand
on descend en dessous de 4 m de profondeur. De nom-
breux autres auteurs ont démontré une nette diminu-
tion de I’ APA en automne et en hiver dans des écosys-
temes assez comparables a la retenue de Grangent
(Healey 1973, Stevens & Parr 1977, Taft et al. 1977,
Siuda et al. 1982, Chrost et al. 1986, Currie et al. 1986,
Vadstein et al. 1988, Cotner & Wetzel 1992) mais cer-
tains ont observé, contrairement a nous, une élévation
printaniére de 1’activité phosphatasique (Pettersson
1980, Planche-Jamet 1995).

Par ailleurs, nous avons noté une corrélation inverse
entre I’APA et la teneur en orthophosphate du milieu.

En effet, jusqu’a — 2,5 m, les valeurs maximales de .

I’activité phosphatase alcaline sont enregistrées quand
- les concentrations en ions orthophosphates sont faibles
(< 0,05 mg. I'1). Ceci confirmerait que I’activité phos-
phatasique est bien indicatrice d’une carence en phos-
phore minéral comme I’ont montré de nombreux au-
teurs dont Berman (1970), Heath & Cooke (1975),
Wynne (1981), Chrost & Overbeck (1987), Feuillade
et al. (1990).

Enfin, une concordance parfaite est observée entre
les pics de 1’APA des couches superficielles et les
maxima de densité cellulaire des Cyanobactéries. 1l
semble donc que les Cyanobactéries jouent un réle
prépondérant dans 1’ APA mesurée. L’agglomération
des descripteurs APA et densité cyanobactérienne dans
le sous-espace F1-F2 confirme 1’idée que I’ APA est
étroitement liée aux fleurs d’eau cyanobactérienne
(Fig. 8). '

En présence d’une méme concentration en ortho-
phosphate, les algues vertes semblent plus efficaces
dans I’assimilation du phosphore minéral restant que
les Cyanobactéries. Ce phénoméne pourrait expliquer
le fait que les Cyanobactéries aient davantage recours
a l'activité phosphatasique que les algues vertes ou les
Diatomées. Dans un travail antérieur réalisé au labora-

toire (Giraudet et al. 1997), nous avons montré une in-
égalité entre les especes phytoplanctoniques dans leur
comportement enzymatique. Il a été démontré, dans
des conditions expérimentales identiques, que I’APA
de la Cyanobactérie Microcystis aeruginosa était en
moyenne plus de trente fois supérieure a celle de la
Diatomée Synedra capitata. D’une fagon générale, on
peut penser que les algues sont de meilleures compéti-
trices que les Cyanobactéries dans 1'assimilation du
phosphore minéral disponible dans le milieu. Cette
compétition pour ce type de ressource a déja été dé-
montrée par. Tilman (1982). Les Cyanobactéries sont
donc plus souvent amenées a déclencher leur activité
phosphatasique pour disposer du phosphore minéral
indispensable a leur métabolisme.

Cette différence de comportement dans 1'assimila-
tion du phosphore entre les Cyanobactéries et les
algues pourrait représenter un critére explicatif supplé-
mentaire des successions écologiques.
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