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INTRODUCTION

Dans la mesure ou les efflorescences de Dinophysis acuminata
dans les eaux ont été de faible ampleur pendant L'été 1984* nous n'avons
pu disposer de grande quantité de matériel vivant pbur les essais de
mise en culture de ce Dinoflagellé, responsable présumé des problémes

de D.S.P. (Diarrhetic-Shellfish-Poisoning ) en France.

Ce rapport présente :

- des résultats obtenus au cours des essais de mise en

culture au laboratoire

- un ensemble de recommandations visant a résoudre certains
problémes pratiques concernant la récolte et lLa conserva-

tion des échantillons

- un ensemble de documents photographiques réalisés a partir
de matériel fixé afin d'illustrer certaines préoccupations

taxonomiques

- - quelques images de Dinophysis acuminata en microscopie

électronique a transmission et 'a balayage.

Les travaux présentés reposent parfois sur un assez faible
nombre d'observations, les résultats qui en sont issus gardent donc un

caractére indicatif.

* I. TRUQUET, P. LASSUS, P. TRUQUET, P. MAGGI : influence de la température
' et de la salinité sur les perturbations phytoplanctoniques observées
dans Le Mor Bras en 1983 et 1984. Rapport IFREMER DERO 85.



I - MODALITES DE RECOLTE

A - Mode de préfevement des chantillons in situ

Plusieurs techniques ont été utilisées

- prélévement d'eau de mer de surface dans des gros bidons
(20 L)

- concentration du phytoplancton sur Lle bateau

. = par filtration sur filtre ou maille (diametre de

environ 10-15 cm) de 30 u

- par utilisation d'un filet a phytoplancton (maille

de environ 20 Ww.

Remarques
. Bien équilibrer Le filet a phytoplancton.

. Ne pas prélever de matériel trop concentré ou sinon le diluer
assez rapidement

- avec de lL'eau de mer '"locale",

et/ou - avec de L'eau de mer préalablement stérilisée au
Llaboratoire et additionnée de chloramphénicol a
10 mg/[. Cet antibiotique est‘sensibLe a La Lumiere ;
stoéker la solution-mére 3 L'obscurité et a 4°C.

Dilution 1V/1V environ.

. Essayer de conserver les fioles a la température de l'eau
de mer, éviter de‘Les stocker dans la glace (entraine la mort des
 Dinophysis acuminata) . ‘

. Ne pas trop remplir les fioles (au 3/4 maximum, nécessité
d'air).

. Faire des prélévements, pour un site donné, a différentes

'profondeurs et heures de la journée afin d' essayer de déterminer Les

m1grat1ons nycthemerates du D1noflagelLe.



B - Contrnole de La présence de Dinophysis acuminata Lors des
prélivements ‘ ' ‘

Si on peut disposer d'une loupe, prés de La zone de récolte,
il est intéressant de vérifier la présence de Dinophysis acuminata dans
les divers prélévements. Pour cela, jl suffit de filtrer 5 a 20 mU
de prélévement environ sur un Swinnex (diamétre : 5 cm par exemple).
Les filtres (pores : 8 - 10 u peuvent @tre placés dans un petit tube
avec quelgues gouttes d'eau de mer. Leur surface peut &tre observée a
la loupe rapidement. On peut ajouter une goutte de lugol sur ces filtres.
Ceci peut permettre une meilleure visualisation des espéces phytoplanc-
toniques. Nous avohs obtenu une bonne corrélation entre ces observations
rapides et des observations plus précises réalisées en~Laboratoire par
la suite. Ce procédé permet de ne garder et diluer que les échantillons

contenant du Dinophysis.

C - Transport des echantillons

Dinophysis acuminata semble &tre un Dinoflagellé assez fragile,
il féut donc prendre des précautions quant & son transport : ne pas trop
échauffer ou secouer les échantillons transportés.Nous avons pu observer
un bon maintien des Dinophysis vivants transportés dans des bidons plas-
tique de 20 L lors d'un voyage Paris-Le Havre (environ 3 h). Ceci malgré
un manque de régulation thermique. Ce fait doit étre moins évident pour
des volumes plus petits et dans ce cas 1l doit &tre nécessaire d'essayer

de maintenir la température aux alentours de 20°C.

II - MODALITES DE CONSERVATION DES ECHANTILLONS D'EAU DE MER

Les meilleurs résultats de maintien des populations phytoplanc-
toniques, en particulier celles de D. acuminata ont été observées dans

les cas suivants :

- échantillons maintenus dans des bidons de 20 L (bouchés &

L'aide d'un bouchon en coton)



- échantillons maintenus dans des Erlenmeyers de 2 | avec
dilution avec de l'eau de mer provenant du Lieu de récolte
et autoclavée aprés filtration. Une agitation trés douce
du miLieu semble &tre un facteur favorable au maintien en
vie de D. acuminata (oxygénation du milieu, limitation du
développement des bactéries et des espéces phytoplanctoni-

ques benthiques) -

- dans des petites fioles en plastique opaque.

De toutes facons les échantillons doivent avoir été filtrés

50 y (élimination du zooplancton de taijlle supérieure),‘additionnés de

chloramphénicol (concentration finale 5 mg/l) et doivent &tre maintenus

sous un éclairage assez faible.

III - ISOLEMENT DES CELLULES DE DINOPHYSIS ACUMINATA SOUS LA LOUPE

Nous avons vérifié que les Dinophysis acuminata résistaient
& une centrifugation douce (environ 1 000 g) mais cette technique de
concentration des cellules n'a pas pu @tre utilisée car les échantil-:

Llons contenaient trop de phytoplancton.

Une centrifugation sera utile pour concentrer initialement

des prélévements d'eau de mer a L'occasion d'un bloom.

Les cellules ont été isolées sous loupe, a la micropipette
et par aspiration (pipettes étirées a La flamme d'un bec BunSen, L'orifice
ne doit pas &tre tropétroit car les Dinophysis acuminata sont assez fragiles -

diamétre de 100 p environ).

A partir d'un échantillon d'eau de mer assez dilué, il faut-
compter environ 1 h pour isoler une & une 20 a 30 cellules. Les Dinophysis
sont ensuite transférés dans un ou plusieurs bains'successifs d'eau de
- mer stérile pour;éLiminatioh progressive des autres organismes prélevés.
On observe une pérte dey20yé'40 % de la quantité déGCeLLuLes vivantes

du Dinoftagetlé:é chaque transfert.



IL convient de faire attention a L'échauffement du milieu
d'isolement sous l'effet du rayonhement de La lampe et pour cela on peut
intercaler sous la boite de Pétri un filtre anticalorique ou une couche
d'eau. Le Qrossissement de La loupe doit étre suffisant (objectifs 50 =
oculaires 20 par exemple) car il est facile de confondre Dinophysis
acuminata avec d'autres organismes de taille et forme voisines (Proro-

centrum et divers ciliés, ...).

IV - TRAITEMENT DE DONNEES HYDROLOGIQUES 1983 : RELATIONS ENTRE PARAMETRES
HYDROLOGIQUES ET EFFLORESCENCE DE DINOPHYSIS ACUMINATA

Dans le cadre des essais de mise en culture de D. acuminata il
hous a paru intéressant de constater L'existence ou l'absence de liaisons
entre L'apparition ou le maintien des populations de ce Dinoflagellé et
certains paramétres hydrologiques du milieu (température, salinité, sels

nutritifs...).

v La baje-de-Vilaine nous a semblé représenter un site adéquat
pour ce type d'approche, dans la mesure ol de nombreuses données ont été

recueillies sur Lle terrain par L'IFREMER depuis 1983.

Le traitement de ces données a été réalisé en partie par le
chargé d'étude de la Commission Baie de Vilaine* avec les moyens infor-

matiques de L'IFREMER (Centre de Nantes).

IL nous a été possible de collaborer a L'analyse des résultats
concernant D. acuminata. Ce travail, qui représente un chapitre du rapport

"qualité des eaux du Mor Bras" est présenté en annexe.

Les principales conclusions tirées de cette analyse sont les

sujvantes :

- Les conditions d'apparition et celles du maintien des
populations de D. acuminata dans le milieu apparaissent trés

différentes

* J.C. CLEMENT (1985) : "aualité des eaux du Mor-bras : résultats ¢ompLé—‘
mentaires issus des campagnes 1983". Cahiers du Mor-Bras n° 7. Avril
1985. Commission Baie de Vilaine. S



- on peut définir un ensemble de conditions apparaissant

favorables a l'apparition de D. acuminata,et caractérisées par

des chocs thermiques et salins (voir détails dans piéce

annexe)

- par contre il n'a pas été possible, compte tenu‘des'méthodes
d'échantillonnage utilisées, de définir des conditions de
milieu favorables au maintien des populations ou suscepti-
bles de favoriser la croissance du Dinoflagellé. Cette
analyse n'a donc pas‘pu,ymaLheureuSement}déboucher sur des

indications pratiques quant aux conditions de mise en culture.

V ~ ESSAI DE MISE EN CULTURE DE DINOPHYSIS ACUMINATA

Avec les échantillons dont nous disposions, contenant peu‘de
Dinophysis et beaucoup d'autres éléments du phyto- et zoo-plancton, nous
avons essayé de faire varier divers facteurs physico-chimiques de L'en-
vironnement. Ces expériences n'ont pas permis d'obtenirvdes cultures de
Dinophysis acuminata (étude commencée trop tardivement par rapport a
L'apparition de ce Dinoflagellé dans lLe milieu naturel ; probléme d'ins-
tallation d'une serre thermostatée a 16°C ; complexité des besoins

nutritifs de l'algue ; faible quantité de matériel dont nous disposions).

- Néanmoins l'ensemble des essais et observations réalisés ont
abouti a une meilleure connaissance de ce matériel. Cet acquis facili-
- tera largement des recherches futures dés que le Dinoflagellé sera a

nouveau présent dans le milieu naturel.

Les différents facteurs testés ont essentiellement agi sur les
conditions de conservation du Dinophysis, notamment son temps de survie
et son état physiologique (mobilité, pigmentafion). Leurs optimums

correspondront certainement a des conditions‘favorabtes de développement
de cette algue ainsi'qu'é sa division (mitoses que nous avons pu obtenir

au laboratoire dans quelques cas).



Les essais ont été réalisés de deux fagons :

- par isolement & la micropipette de cellules de Dinophysts
(voire page précédente) et transfert dans les différents

milieux testés

- par adjonction, dans Les milieux a tester, de gquantités
aliquotes du prélévement de base contenant des Dinophysis
puis observation et comparaison de Ll'évolution des popula-

tions.

A - Effets de divers factewrs extesrnes de L'envinonnement

——— e ——

La serre dont nous disposions en Ju1LLet—aout était thermostatée
a 20° 22°C. L'analyse de la bibliographie nous avait conduit & penser que'
la température optimale pour la mise en culture du Dinophysis devait &tre
de 16°-18°C. L'aménagement d'une sebre ainsi régulée a été commandé dés
l'obtention des crédits du contrat, mais les délais de livraison, compte
tenu des vacances ont été de plus de deux mois. L'installation est donc

intervenue trop tard.

Les Dinophysis ne résistent ni & 4°C (chambre froide), ni a
25°C. Des échantillons d'eau de mer placés a 18°-20°C ont permis un
maintien des cellules du Dinoflagellé pendant un temps pLus‘Long que

d'autres placées a 20°-22°C.

IL nous semble donc que Le facteur limitant dans notre étude
a été la température. Dinophysis acuminata doit certainement, pour son
adaptation & des conditions de culture unialgale en laboratoire, &tre

maintenu a moins de 20°C.

A 2 - Eclairement

L'ensemble des observations a montré que lLes exigences en
énergie lumineuse de Dinophysis étaient trés faibles. Il convient donc
de ne pas fournir un éclairement supérieur a 8-10 w.m_z. Il serait bon

de placer Les fioles de culture sur un‘Support opéque a Lla Llumiére.



Une Légére amélioration de l'aspect des algues, ainsi que de
leur temps de survie a pu étre obServée par agitation du milieu qui les
contient. Cette agitation doit &tre trés faible et peut &tre obtenue
par L'action d'un barreau (agitateur magnétique) ayant un mouvement de

rotation Llent.

A.4 - Forme des récipients de culture

Des cellules de Dinophysis placées dans dés tubes ont trés
vite dégénéré. L'algue semble exiger un volume de culture assez important
-et peut &tre, une interface milieu de culture/air assez grande.'Nous
avons utiLisé des erlenmeyers (100, 250, 500, 1 000, 2 000 ml), des fioles

Fourneau, des ballons de culture ainsi que divers flacons en plastique.

B - Essadls de divers milieux de culture

B.1 - Milieux Liquides

Ils concernent tant des milieux & base d'eau de mer enrichie
ou non, que des milieux synthétiques. Nous avons également essayé divers

enrichissements

- Eau de mer provenant . de Banyuts/mer (ut1L1see couramment au

Laborato1re)

. du Havre (telle quelle ou filtrée puis

autoclavée 20 mn, 120°C).

, Nous avons, ou non, rajouté des vitamines (1 % a 4 % de la
solution-mére dont la composition est donnée dans la figure 1 en annexe)
- Eau de mer enrichie par le complément de Provasoli, modifié

(ES) : apport de divers sels minéraux et de vitamines (B1ot1ne, Thiamine,

Bi2) (voir sa compos1t1on f1gure 1 = m1L1eu MPP en annexe)

C= Eau de mer enrichie par un extra1t de terre et diverses v1tam1nes

selon ERDSCHREIBER milieu Lateur

. Nous;avons essayé diverses associations entre ces milieux et

modifié les quantités d'enrichissement (ES de 0,5 % a 4 %

- Milieu synthet1que d! apres SHEPARD, m1l1eu MS (vo1r sa compos1—

tion fig. 2 en annexe)



- Nous avons supplémenté soit Le MS, soit L'eau de mer avec

divers éléments :

+ .

extrait de terre 0,5 %

+

acides aminés (0,1 mM) : glycocolle - Acide glutamique - Lysine
acide folique (0,1 mM) | |

glucose (1 mM)

urée-€0,;5 mM

”nutriént growth”" (1 g/

i
+ 4 o+ o+

Afin de limiter Le développement de La flore bactérienne, nous

avons ajouté dans certains essais du chloramphénicol au milieu de culture.

B.2 - Milieux solides

Nous avons essayé d'isoler Dinophysis acuminata sur milieu
solide (en boite de Petri) :
- milieu MPP additionné de gélose a 15 g/l
- = milieu Zobell modifié ainsi préparé : a 750 ml d'eau de
mer et 250 ml d'eau distillée, ajouter :
+ Protéose peptone 3 g
+ "Yeast extract" 1 g
+ Casitone 1 g

+ Phosphate ferrique 0,1 ¢

+ Gélose agar 15 g

Dissoudre lLes divers composants a chaud, puis autoclaver Lle
mélange (10 mn & 120°C). A la sortie de l'autoclave, le couler dans les

boites de Pétri.

C - Resultats
Aucun des essais d'isolement sur milieu solide n'a donné de
résultat positif : ils ont rapidement abouti & une prolifération des
populations de bactéries et & une dégérescence des cellules de Dimophysis

,acuminata.
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Les d1vers essais de culture du Dinophysis en milieu Liquide
sont gLobalement difficiles a 1nterpreter du fait de L'action de multi-
ples facteurs : interaction aLgues/bactéries/zooplancton, compétitions
entre Les différentes espéces phytoplanctoniques, intervention de facteurs
externes défavorables, faible inoculum du Dinoflagellé,... Quelques

données peuvent &tre dégagées de Ll'ensemble des expériences :

- Dinophysis acuminata résiste bien au chloramphénicol pour
une dose de 5 mg/l. L'addition de cet antibiotique, en Limitant le dévelop-
pement de la flore bactérienne favorise le maintien des populations de

phytoplancton et en particulier du Dinophysis acuminata.

- Dans nos conditions expérimentales, les phénoménes de
compeétition sont toujours appérus comme défavorables au Dinophysis acuminata.
En particulier, lors des isolements de ce Dinoflagellé, apres quelques ‘
jours, nous n'avons obtenu gque lLe développement de Prorocentrum (certains
ont en effet La méme taille et une nage trés voisine de celle du Dinophy-

sZs, il est donc facile de les confondre lors du tri).

Il sera donc judicieux dans L'avenir d'essayer d'obtenir, dés
le début des expériences, des tris unialgaux, en évitant néanmoins de
trop diluer les cellules de Dinophysis car dans ce cas nous avons constaté

qu'il dégénérait rapidement.

- Nous n'avons jamais observé la présence de kyste typique
de Dinoflagellé. Les théques de Dinophysis acuminata dégénérés (par
exemple lors d'un tri de 200 cellules placées dans 50 ml de milieuw)
sont en général détruites par les microorganismes.‘bes théques vides
intactes ont pu étre obtthes dans des cultures ayant subi plusieurs

traitements antibiotiques successifs.

- Les milieux de culture ayant permis un maintien pendant
un temps assez long de cellules vivantes de Dinophysis ne correspondent

' pas a ceux ol quelques divisions cellulaires ont pu &tre notées.

. Un doublement (et méme un peu plus) de la population ‘
du Dinoflagellé a été observé dans des conditions de milieux assez riches:
- milieu MPP + 2 % ES, 3,5 % Vitamines

- milieu Erdschreiber + 1 % ES, 3 % Vitamines.

"~ Ceci est contraire aux observat1ons real1sees sur D. fortii au Japon

(IGARASHI commun1cat1on personnelle).
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. Au contraire, les cellules de Dinoflagellé se sont

maintenues plus longtemps dans les milieux peu enrichis :

- Eau de mer seule
- Eau de mer + Vitamines

- MS +0,57%, 2 % Vitamines

La pression osmotique du milieu de clulture semble étre un
facteur important, en particulier une dilution (par la solution de
vitamines par exemple) favorise le développement du Dinophysis. Des
mi Lieux trop riches semblent toxiques et favorisent largement la

croissance des Diatomées.

D - Notes concernant La physiologie de Dinophysis acuminata

Il s'agit d'une espéce assez mobile, qui semble pouvoir réaliser
des déplacements assez importants. En particulier les celLuLes, en fin
d'aprés-midi, ont souvent été Localisées a la surface du milieu de cul-
‘ture. Ces migrations pourraient &tre utilisées pour "pré-trier" les

échantillons.

L'observation des cellules en microscopie optique permet de
distinguer dans le cytoplasme deux masses trés claires (pusules ou
organes d'osmorégulation), de nombreux globules sombres éparpillés dans
Le cytoplasme, un gros noyau de localisation assez dorsale et des amas
colorés en brun-orange qui pburraient étre des‘chLoropLastes (chez les
Dinoflagellés Les pigments caroténoidiens sont en effet Localisés dans
les plastes). Aucun stigma (ocelle) n'a été observé. Il semble que ce
Dinoflagellé contiennent donc quelques pLastes ; il pourrait &tre capa-
bte d'autotrophie. Les études en microscopie éLectrohique permettront.de

confirmer ou non ce fait (voir schéma en annexe). .

1V - MISE EN CULTURE D'AUTRES ESPECES PHYTOPLANCTONIQUES

“(SéLon des méthodes proches de celles uti[iSées pour D. acuminata
nous avons mis en culture quatré especes de Diatomées et deux souches de
Prorocentrum sp (micans ?) qui étaient associées au D. acuminata lors |
des blooms dans Layrégion de Antifer en aolt 1984. Ces souches sont actuel-

'lement maintenues en milieu MPP.



12

, Elles permettront de contréler si des milieux dans Llesquels
ces algues ont séjourné sont susceptibles de favoriser le développement

de Dinophysis acuminata (interactions trophiques).

VII - CONTROLE DE LA NON-TOXICITE DE PROROCENTRUM

La toxicité des deux cultures de Prorocentrum sp (micans )
isolées des échantillons d'eau de mer contenant les D. acuminata a été

testées par le test souris. L'extrait & tester a été obtenu selon le

protocole suivant :

cULture

Q

centrifugation

O
culot d'algues (0,2 g)

Q

sonication dans Le méthanol

Q

extraction du culot par 30 mlL de méthanol
(x 3 fois) " :

Q

L'extrait a ensuite été repris dans Le TWEEN 60 a 1 %.

La moitié de La solution obtenue (soit L'équivalent de 0,1 g
de Prorocentrum en poids humide) est injectée & une souris blanche

femetle (SWISS) de 20 g. L'autre moitié est testée de La méme fagon.

Aucun trouble n'a été observé chez les deux souris. Etant
donné lLa forte dose injectée nous pouvons considérer Qqu' aucune toxine

de type dinophysistoxine n'a pu &tre extraite des cultures. Prorocentrum

. ne serait donc pas toxique.
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VIII - ETUDE DE LA MORPHOLOGIE ET DE L'ULTRASTRUCTURE DE DINOPHYSIS
ACUMINATA

- Cette étude a été réalisées a partir d'échantillons de phyto-
plancton qui nous ont été fournis par J.P. JOLY. Il s'agit de matériel
ayant été conservé au congélateur pendant plusieurs mois et provenant

d'Antifer (1984).

A - Aspects en microscopie electronique

Le matériel, aprés congélation a été traité de la fagon suivan-
te : L'échantillon est fixé par le tétroxyde d'osmiUm'ajouté a raison
- de 1 % dans le miLieu, 4 température ambiante pendant une heure. Aprés
centrifugation (1 500 g), le culot cellulaire est abondamment rincé a

L'eau.

Les cellules sont déshydratées par passages successifs dans
des bains d'acétone de concentration croissante (25 % - 50 % -~ 75 % -
90 % - 100 %). L'échantillon est désséché par la technique du point

critique puis métallisé a L'or.

Les observations et photographies ont été réalisées en colla-
boration avec A. COUTE (laboratoire de cryptogamie du Muséum d'Histoire
Naturelle de Paris) sur un microscope électronique a balayage (GAMBRIDGE

600.

“L‘aspect général de Dinophysis acuminata originaire de Antifer
en scanning est montré par les figures A ét B de la planche I qui
'présentent,~en vue latérale les deux valves de L "hypothéque. On peut
noter qu'une des valvés ne posséde pas de pore trichocystaire & son

~extrémité antéapicale.

Les deux premiéres‘photographies (A et B) de la pLanche II

concrétisent un probléme de mauvaise conservation des cellules. En
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effet, sous ('impact du faisceau d'électrons, L'hypothéque a tendance
‘4 s'ouvrir au niveau de la suture entre les deux grandes plaques
thécales, donnant alors aux cellules un aspect disymétrique. Ce phéno-
,méne‘se produit peut étre lors de la fixation des échantillons d'eau
de mer pour le lugol et le formol (risques de déformations de la

théque sous l'effet de chocs osmotiques).

Les autres photographies de cette planche, ainsi que celles
de la planche III présentent des détails de la structure de Dinophysis
acuminata (vues latérales et anicales, détails de la région cingulaire,

de l'organisation des pores trichocystaires...).

L.'échantillon aprés décongélation a été traité selon le

protocole suivant

centrifugation (1 500 g)
fixation du culot-par--le glu taraldéhyde
(3 % dans du tampon phosphate 0,1 M + saccharose 0,2 M
pH 7,4 pendant 1 h 30 '
L

Centrifugation et ringages par le tampon

post fixation par le tétroxyde d'osmium
(1 % dans du tampon phosphate 0,1 M)
pH 7,4 pendant 1 h ,

Ringage par Le tampon phosphate puis par L'eau distillée

TRIAGE précis (il est absolument nécessaire d'@tre sir
que L'échantillon final ne contient que des D. acuminata)

.
inclusion des cellules de D. acuminata dans une micro-
goutte de gélose ; ‘ -

. = ‘

déshydratation progressive par des bains successifs
d'alcool (25 - 35 - 50 - 70 - 90 - 95 - 100 %

¢

inc¢lusion dans L'épon
Toutes les manipulations ont été faites a température ambiante.

Les cdupes ultrafines ont été réalisées par A. MOREAU a

~L'aide d'un ultra-mic¢crotome (LKB modéle nova) équipé d'un couteau de
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diamant. Elles ont été ensuite contrastées par L'acétate d'uranyl en

solution alcoolique, puis par le citrate de plomb.

Les observations et photographies ont été faites sur un

microscope électronique JEOL 100 C.

L'ensemble des manipulations nous a fait perdre beaucoup
de matériel néanmoins nous avons réussi a obtenir quelques coupes
ultrafines de D. acuminata. Malheureusement la conservation des échan-
tiLLons»au'congéLateur a complétement abimé le cytoplasme ne permettant
pas une conservation correcte des organites ; en particulier, on ne

peut par reconnaitre de structure plastidiale.

Les photographies des planches 1V, V et’VI présentent quelques
aspects de Ll'ultrastruture de D. acuminata. Elles montrent L'organisa-
tion de la théque percée de pores trichocystaires, 3 différents niveaux s
Une coupe transversale (fig. A planche VI) d'une cellule contient de
nombreuses sections-de petites structures 4 aspect circulaire dont un
grossissement est donné figure B. Ce pourrait &tre des "cables" du
cytosquelette visibles dans certaines cellules en microscopie optique

(fig. B et € planche XI).

B - Aspect en microscopie optique

Les cellules de D. acuminata ont été triées sous la loupe a

la micropipette et déposées sur des lames de verre.

Les observations et photographies ont été réalisées sur un

microscope NIKON.

; Les planches VII & XI donnent des aspects a divers grossisse-
ments de la morphologie de D. acuminata d'Antifer. On peut noter les
variations de forme et de taille entre les cellules ainsi que L'aspect

de la théque ou du cytoplasme du Dinoflagelle.
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CONCLUSION

Cette étude a précisé certaines précautions & prendre en ce qui
concerne les prélévements et la conservation des échantillons d'eau de mer

susceptiblesde contenir des cellules de Dinophysis acuminata.

L'analyse de données hydrologiques en baie de Vilaine n'a pas
~abouti & l'obtention de corrélations nettes entre facteurs physico-chi-
miques de l'eau de mer et concentration cellulaire du Dinoflagellé dans
le milieu naturel. Ce fait poufrait, en partie &tre Lié a un probléme
d'échantillonnage ; on peut, en effet, se démander si Le prélévement
d'échantillons en surface estsuffisant pour ref[étef L'état et L'évolu-
tion des populétions de D. acuminata sur toufe ta colonne d'eau. Il

serait intéressant, dans l'avenir, d'essayer d'évaluer ce paramétre.

Les essais de m{se en Culture, qui‘n'ont pas abouti & un
‘réSULtat positif ef L'observation de cellules vivantes permettent d'avancer
_QUetquesmhypothésesnquant—é‘La‘physioLogie'de D. acuminata : il semble
contenir quelques plastes, visualisés dans son cytOpLasme par des zones
pigmentéeé. D. acuminata pourrait donc étre EapabLe d'autotrophie. Néan-
moins quelques divisions cellulaires ont pukétre observées en milieu
additionné d'extrait de terre oude "nutrient growth'" par exemple
suggérant lLa possibilité pour L'aLgue d'utiliser des sources organiquesﬁ
de carbone : il pourrait donc également étre capable L'hétérotrophie.
L'hypotheéese de phagotrophie ne peut étre écarfée, bien que sa croissance
n'ait pas été améliorée par l'adjonction, dans,sbn milieu de culture de

petites espéces de phytoplancton (Exuviella sp. ou Dunaliella bioculata) .

La réalisation de coupes en microscopie éLectronique 3 transmis-
sion n'a malheureusement pas permis d'infirmer ou de confirmer La présence
- de structures pLastidiaLes chez D. acuminata, du fait de La mauvaise
préservation du matériel (congélation). Cette étude devra donc dtre a

_nouveau réalisée a partir de matériel vivant.
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‘ La culture du genre Dinophysis s'avére donc trés difficile,
ce qui correspond aux résultats obtenus depuis de nombreuses années
dans d'autres péys (Japon, Angleterre, Pays-Bas). Le probléme n'est
cependant pas insoluble et pour le résoudre plus facilement il sera
souhaitable, dans L'avenir de disposer d'échantillons provenant d'un
bloom. L'étape culture de Dinophysis acuminata reste trés intéressante
guant a la compréhension du probléme "Diarrhetic-shellfish" poisoning
sur nos cbtes ; elle donnera des indications tant sur les besoins

nutritifs du Dinoflagellé que sur sa toxicité.



PIECES ANNEXES

Missions
Figure 1 : Composition du milieu de culture MPP
Figure 2 : composition du milieu de culture MS

Extrait du rapport de J.C. CLEMENT (1985), cahiers du Mor-Bras n° 7
(avril 1985). Commission baie de Vilaine : "le cas particulier de
Dinophysis acuminata : examen des données 1983".
Schéma de deux cellules vivantes de Dinophysis acuminata
PLanches'photographiques

I - III microscopie électronique a baLayage ;

IV - VI microscopie électronique a transmission

CVII - XI microscopie optique



MISSIONS

* 19/6

au 23/6 - Nantes :

Préparation du matériel nécessaire pour la récolte de phytoplancton en mer.
Sortie en mer pour réaliser des prelevements al' occasion d'une sortle de
routine (avec P. Maggi).

ObSérvation des échantillons prélevés ::présence de trés peu de Dinophysis
dans une biomasse phytoplanctonique importante.

Sortie en mer avec un pécheur en Baie de Vilaine.: ObServation sur place
de matériel 2 1'aide d'une loupe. ' | o

Observation au laboratoire des échantillons ol des Dinophysis acuminata

avaient été décelés : en fait présence de trés peu de Dinophysis acuminata.

% 5/7 au

* 17/7

* 14/8

* 28/8

* Aot

6/7 - Nantes :

Sortie en Baie de Vilainé avec un~pécheur»(bouchaux de C. Pelletan,

- Cromenach, Pen-Bé, Maresclé, ...) et une vedette des affaires maritimes.

Observation des échantillons sur place, puis tri au laboratoire de Nantes
de ceux ol des Dinophysis acuminata avaient été décelés (obtention de

300 cellules environ).

‘Le Havre :

Récupération d'échantillons d'eau de mer prélevés a Antifer et dans le

port du Havre (fournis par F. Proniewski).

Le Havre :

Récupération d'échantillons d'eau de mer prélevés i Antifer (fournis par

P. Delalande).

Nanteé : ‘ , ,
A 1'arrivée il n'y avalt plus de Dznophysts acumznata a Ouistreham.

Dlscu531on avec P Lassus et C Le Baut.

et partiellemént'Septembrefet~Octobre - Paris :

Tri des echantlllons, preparatlon de dlvers milieux de culture, controle

des essais, ....



FIG. 1 : COMPOSITION DU MILIEU DE CULTURE

A BASE D'EAU DE MER ENRICHIE DU

COMPLEMENT DE PROVASOLI MODIFIE (MPP)

- Solution-stock de fer : A 500 ml d'eau distillée, rajouter :

Fe(NH,),(S0,), 6H,0

351 mg.
330 mg

- Solution-stock PII : A 100_m1‘d'eau distillée, rajouter :

EDTA (Naz)
FeC13 6H20 :
MnSO,,
Zns0,, 7H,0
CoSO 7H20

4

- Solution-stock de vitamines : A 200

- 6 ml d'une solution de

- 10 ml d'une solution de

- 10 mg de thiamine

- Préparation de la solution ES : A

- NaNO

3
Tris :

; Glycérophosphate de sodium' :

'Solution-stock de fer

o Solutionfstock PII

- Préparation du milieu final MPP :

100

114

12,30
2,
0,

ml d'eau distillée stérile, ajouter

350 -

500
50
25
25

. mg

mg

. mg

20
48

mg

mg
mg

biotine 3 2 mg/100 ml d'eau |
vitamine B,s a 2 mg/100 ml d'eau

50 ml d'eau distillée, rajouter :

A un litre d'eau de mer Eilttée, viei11ie,’tajodtef 20 ml de

solution ES

Millipore (0,2 p).

et 20 ml de solution de vitamines

filtrée sur



FIG, 2 COMPOSITION DU MILIEU DE CULTURE SYNTHETIQUE (MS)
~ (d'aprés SHEPHARD)

- Solution de base : Pour un litre d'eau distillée, rajouter les composants

suivants, un a un, dans l'ordre donné :

NaCl 24 g
MgSOh(7H20) :12 g
Cac12(2H20) : 1 g
g
8

Tris : 1

KC1 0,75
NaNO3 o : 40
K,HPO, | : 1 mg

- Solution de microéléments : Pour 100 ml d'eau distillée, ajouter :

EDTA tétrasodique (Naé ZHZO) :’ 1,2 g

ZnsS0, (7H,0) ~ : = : 0,2 g
- Na,MoSO, (24,0) ‘ ‘ : 0,1 g
~Fec13,(6H20) - ‘ : 50 mg
C1, (AHZO) R ‘20 mg
CoCl, (6H,0) : 0,2 mg
Cuso, (5H;0) 't 0,2 mg

- Solution-mére de vitamines : Pour 100 ml d'eau distillée

Thiamine (HC1l) - : 30 mg k
. p-Aminobenzoate S 2 mg
Pantothénate (Ca) : 1 mg

Vitamine B12 : 0,4 mg

- Solution de bicarbonate de soude :

'NaHCO3 —— g dans 20 ml d'eau stérile

- Solution finale :

Solution de base (1 1) + 1% de solution de microéléments (1 ml)
AJuster le pH 2 7, 8 avec du HCl pur. Autoclaver a 120° C pendant 20 mn.
Au moment de’ 1' emp101, raJouter sterllement (filtration sur sweenex

‘ sterlle) les v1tam1nes a 17o (1 ml) et le blcarbonate de soude 2 27.° (2 ml).



‘Extrajt du rappqrt : J.C. CLEMENT'(1985) : QuaL1te des eaux du Mor-bras : résultats

: compLementa1res issus des campagnes 1983". Cahiers du Mor-Bras
- 7. Avril 1985. Comm1ss1on Baie de V1La1ne.

3.2.- Le cas partiCulier de Dinophysis acUminata ; examen des données 1983 «

3.2. l - anmen sur l 'ensemble des campagnes 1983

FCer charmit

o

Les données de l annde 1983 présentent un intérét particulier
pour plusieurs raisons. :

- 1983 fut la premiére année ou le phénomene Dinophysis est apparu
avec une ampleur telle qu'il entraina 1l'interdiction de péche et
commercialisation des coquillages filtreurs, non seulement en Baie
de VILAINE, mais en BRETAGNE-SUD et en NORMANDIE ;

- En raison de l'apparition de ce phénoméne, un grand nombre de campa-
gnes a été réalisé en JUIN - JUILLET - AOUT par 1'IFREMER, permettant
- acqu151tlon de nombreuses informations selon un- malllage tenporel
- assez serré ;

- Les concentrations observées en 1983 ont parfois été importantes
(maximum : 35.000 cellules/litre) ; le phénoméne a été plus fugace,
et de noindre ampleur en 1982 et 1584 ; les conditions de milieu
ayant réané en 1983 sont donc theorlquement favorables a l'appari-
tlon de D. acuminata. : g

1 est donc apparu nécessaire de procéder a une analyse fine:

“de ces résultats, dans la mesure ou des conclusions prec1ses sur les

exigences ecologlques,de Dinophysis peuvent permettre la prévision
de ses efflorescences, et donner des indications précieuses pour la
culture in vitro, prealable a toute etude sérieuse sur cette. espece
particuliére.

Les premlers resultats réunis dans les tableaux 13 et 14 auto-
risent les remarques suivantes :

1) Factéure climatiques : des corrélations significatives existent de
facon positive entre 1'insolation des jours précédant le prélévement
de fagon negatlve avec la force moyenne du vent de la décade précé-
dente.

Diqoohvsis marque donc les mémes préférenCes climatiques que
1l'ensemble des Dinoflagellés, mais de maniére plus discrete (les
correlatlons sont plus faibles).

Par COntre, il ne semble pas sensible a 1'amplitude des marées
(effectivement, comme nous le verrons par la suite, son apparition
s'est preduite en période de vive-eau moyenne). ,

-2) Facteurs hydrologiques : il ne semble pas exister de liaison trés

nette avec la tempera*ure in situ. Ceci n' 1mp11que pas une indif-
férence totale vis a vis des va*1atwons de température précédant
le prelevement : ,

coid ein

drd pAslizd on collaboration aver Melle Monique DURAND - Laporateire
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La figure 56 montre la diSpersion des densités de Dinophysis en fonc-
tion de la température de l'eau, et permet de constater que :

- en 1983, Dlnoohy51s est apparu alors que les températures de 1'eau étaient
superleures a l4°C ;

- en dehors de cette borne apparente la plage de tolerance est trés vaste
~ (14-22°C) : Dinophysis acuminata n'apparait pas inféodé a un intervalle
de température réduit. ,

Pour la salinité, la liaison semble plus marquée ( r =+ 0,46 ). La
figure 57 indigue cette relation

- pour des salinités inférieures a 27 %,, les concentrations sont nulles,
dans la majorité des cas :

- Les plus fortes concentrations sont observées pour des salinités
égales a 32 - 33 %,.

La encore, la dispersion des points interdit toute conclusion défini—
tive. : B :

Cette analyse permet de confirmer les observations japonaises
- (LASSUS, 1985) ayant montré que D. acuminata est une espece relativement
tolerante vis a vis de la temperature et de la salinité (alors que d'au-
tres espéces comme D. fortii, présentent des préférences thermiques et
~ halines assez strictes).

3) Nutrlments : D. acuminata ne se 51ngularlse pas a ce propos des autres gen-
res de Dlnoflagelles : il apparait préférentiellement dans les milieux ap-
. pauvris en sels nutritifs ; cependant, cette affirmation doit étre nuancée,
des différences importantes pourront apparaitre entre stations de préléve-
ment, et selon la période d'échantillonnage. : :

Aussi, avons-nous procede a une étude plus fine sur les données'de
chaque statlon pour 1l'ensemble des campagnes, pour les résultats de JUIN
puis de JUILLET

3 2.2.- Evolutlon des liaisons avec_ certalns parametres du mllleu par statlon et
par perlode :

'Nous nous intéresserons essentlellement aux stations 1 et 2, celles-
ci ayant été échantillonnées de FEVRIER a SEPTEMBRE 1983 (les statlons 4, 5
et 10, seulement de JUIN a SEPTEMBRE). ' B : '

Les resultats de nos .calculs sont réunis dans les tableaux 15- A,
15-B, 15-C. On peut noter les falts suivants

- - pour les stations 1 et 2, on peut noter les correlatlons significatives
enreglstrees entre concentratlons et : :

. de fagon négative, 1° agitation de l eau, les teneurs en nutrlments ;
de fagon positive, la temperature (effet tres discret), la salinité
(effet plus marque) ~ : '
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TABLEAU = 15

'+ Cocfficients de corrélation partielle (r) calculés entre
certains paramétres du milieu et densités cellulaires de
Dirophysis sp. en 1983
(1) N = Nombre d'cbservations
(2} r (0,05) = valeur de r significative & un seuil de 5 %.

Tableau 15 -A : Valeurs de r (coefficient de corrélation) calculés

. pour chaque station, entre certains paramétres du
milieu, et densités cellulaires de Dinophysis sp.
exprimées en LOG (N + 1)

T }
( VARIABLES S TATIONS : )
( TESTEES 1 : 2 4 5 T )
( : )
{ Vv FOR 10 - 0,40 : -0,41 0,18 -0,16 & ~0,16 )
{ TEAU - 0,33 0,29 - 0,41 0,16 -0.,33 )
( SAL 0,40 0.61 0,56 -0,07 : -0,5 )
{ NO2. - 0,28 - 0,61 -0,35 0,14 : -0,26 )
( NO3 -.0.31 - 0.60 -0,43 0.19 019 )
{ po4 :  -0,63 : =027 0,21 0,00 : -0,77 )
{ sIL - 0,65 : -0.54 0.23 0,10 : -0,68 )
( H : )
{ : T . . E . ) 'y 3 )
( N (1 : 20 : 20 : 14 : 12 : 12 )
E r00 (2 ;% 0433 % o043 P Losie P1oss3 P to,553 ;
( ) : H ‘ : ’ )
Tableau 13 -B : Valeurs de r calculédes entre certaines variables et les
densités cellulaires de Dinophysis sp. (exprimés en
LOG (N + 1) pour les campagnes de JUIN 1983

f VARTAHLES TESIEFS ° ENSEMALES des SINTENS  © . STATION 1 ' STATION 2
( : : T ] T

" ( TEAU : - 0,54 . =047 : - 0,61
§ SAL : 0,68 P 0,54 S 0,93

( No3 - 0,67 : - 0,43 : - 0,84

;f P04 0,46 : © 0,36 P 0,84

| : : : )
( N (1) « 13 : 5 oo 5

,{, r(0,05) (2)° + 0,532 P+ o8 + 0,814
( ) : :

Tableau 15 -C : Valeurs de r calculées entre certaines variables et
: les dengités cellulaires de Dinophysis sp. (exprimées
en LOG (N + 1) pour les campagnes de JUILLET 1983

VIRHES @ BNEMIE 0 ey o sov2 ¢ SNG4 O SIMIIN 5 ¢ SINTIN 10

N (1):
r(0,m)(2)° *¥

0,26 i - 0,25 - 0,57 : - 0,09 : 0,02 ;- 0,12
‘0,03 048 ° 0,06 ' -0,20 ° 0,24 1 -o0,67
010 043 : -066 : -062 : 0,04 : 030

062 = -09 ° -0,77 ° - 0,59 i - 0,84 2; - 0,61

30 : 6 : 6 R N i 6

0,349 *o,754 } o754 I to4 ! * 0,754 Poto, 4

e e e e e e e i o]

~ 88 .
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- pour les autres stations, échantillonnées en été, les relations sont ex-
trémement fluctuantes ; 11 semblerait que les condltlons de ma1nt1en des

r

populatlons echappent au . cadre global décrit précédemment.

Les tableaux 15-B et 15-C confirme cette hypothése d'exigences éco-
logiques différentes suivant la période :

. en JUIN (période d'apparition des populations), la température
joue un rdéle négatif, la salinité un role positif marqué ; on peut
relever d'autre part, une corrélation positive avec:les teneurs
en phosphates.

. en JUILLET (période de croissance, de décroissance des populations)
on ne peut plus guére définir de relations précises entre tel para-
metre et les densités observées, les llalsons variant considéra-
blement selon les stations.

3.2.3.- Etude de 1l'évolution des principaux parametres du_milieu pendant la perlode
~ - d'apparition de Dlnophy51s , - ~

On trouvera dans les figures 58 & 73 une descrlptlon des principales
 conditions du milieu (climatiques, hydrochimiques) en rapport avec 1'appa-
rition et le maintien des populatlons de D. acumlnata en particulier pour
les stations 1 et 2.

Nous décrirons le contexte dans lequel sont'apparues les po-
pulations de D. acuminata aux stations 1 et 2, en JUIN 1983.

(On devra par la suite réaliser une étude comparative des
années 1982-83-84 afin de vérifier la permanence de certains’ traits
(de ce contexte lors des apparitions de D. acuminata).

La premiére efflorescence s'est produite :

- pour la station 1 : entre le 7 et le 10 JUIN,
- pour la station 2 : entre le 10 et le 17 JUIN.

L'apparition de D. acuminata a été précédée:

"= d'un bloom a Diatomées spectaculalre sopour la station 1, il est
net que 1l'apparition du premier pic de Dinophysis s' est prodult
alors que ce bloom n etalt pas achevé (densités supérieures a
1 million de cellules/L) ; pour la station 2, D. acuminata sur-
vient alors que le bloom est largement a son declln (ef. fig. n

et 73). Ce bloom a Diatomées (Nietzchia et Rhizosolenia essentiel-
lement) semble s'étre déroulé dans la premiére semaine de JUIN,
suite a des conditions de milieu exceptlonnellement favorables

" (décrites ci-dessous). Par ailleurs, les pics de D. acuminata
coincident avec ceux de l'ensemble des Dinoflagellés ; ceci est

- particuliérement net pour la station 1 (figure 70). L'apparltlon
de D.acuminata n'est donc pas liée a des’ conditions spec1f1ques

, par rapport aux autres genres de Dlnoflagelles. ~

e
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- d'une augmentation de la température de 1'eau considérable (celle-ci pas-
sant de 14°C & 21°C) (cf. figure 66 et 67) consécutive a un réchauffe-
~ment de l'atmosphére aussi important (cf. figure 61), entrainant d'ail-
leurs des écarts de températures quotidiens trés élevés (11-12°C en mo-

yvenne pendant la premlere semaine de JUIN (cf. figure 62).

- d'une longue période de calme du 20 MAI & la mi-JUIN (cf. flgure 57)
(vitesse moyenne du vent inférieure a 3,5 m/s) ; a cela s'ajoute l'in-
tervention d'une période de mortes-eaux début JUIN (cf. figure 58).

- de 1l'augmentation des durées moyennes d'insolation, de 4 heures/jour

- début MAI a 12-13 heures/jour (cf. figure 59) ; 1l'insolation cumulée
fdepasse 700 heures lors du premier pic de D. acumlnata alors que celle-
ci était inférieure a 500 heures début MAI.

- d'une crue particuliérement violente de la VILAINE dans la 2eme quinzaine
de MAI. Le débit passe de 63 m3/s le 11 MAI i 334 m3/s le 22 MAT : cette
crue est suivie d'une décrue tout aussi rapide ; les débits restent ce-
pendant importants (entre 50 et 130 m3/s) jusqu'au 7 JUIN (cf. fig. 64).
Les flux d'éléments nutritifs transitant par la VILAINE s'avérent ainsi
considérables (en moyenne 130 T/jour de matiéres organiques, 60 T/jour
d'azote nitrique, 2 T/jour de phosphonesoluble) La salinité est faible

- (inférieure a 20 %, en surface) ; elle fléchit encore du 27 MAI au
7 JUIN a la station 1, du 7 au 10 JUIN a la station 2

Compte tenu de ce contexte 1'apparition de D. acuminata s'est opérée
~ alors que les vents étaient encore faibles ; o
- pendant une moyenne viVeéeau .

- lors d'une chute de la température de 1l'eau paralléle a un refroidisse-
ment de l atmosphére .

- en perlode de remontee de la salinité apres la perlode de forte dessalu—
re. ;

‘Par ailleurs, on peut noter que ces premiers pics s'affirment alors
gue :
- les nitrates sont encore a un niveau assez élevés (30 40 Eatg/l en sur-
face .

- les phosphates sont en phase 4* augmentatlon suite sans doute a la remi-
~ néralisation d'une partie du matériel détritique fourni par le bloom i
Diatomées (qui avait auparavant épuisé pendant un certain temps les
stocks de phosphore immédiatement disponible d'origine fluviale)l Les

concentrations restent faibles cependant.

Ainsi, on peut avancer 1'hypothése que 1'apparition de Dinophysis est
essentiellement liée a des chocs de salinité, pouvant entrainer une levée de
“dormance de formes de résistance, ou de kystes ; ‘une période de dessalure
suivie d'une forte augmentatlon‘de la salinité semble donc nécessaire pour -
Cle demarrage " de la croissance. Un choc thermique (forte augmentatlon
- puis diminution de la temperature) peut egalement concourlr a favorlser lef
phenomene. : .
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3.2.3.2.- Maintien des populations

Le probléme apparait nettement plus complexe, comme nous l'avons
entrevu au chapitre 3.1. Les seules constantes qui se révélent a 1'examen
sont '

- la nécessité de périodes de calme (vents faibles) pour 1l'apparition de
nouveaux pics de D. acuminata ; ceci n'implique d'ailleurs pas forcément
une préférence de l'espéce pour les mortes-eaux ;

- une répétition des mémes exigences vis a vis de la température, par rap-
port a 1'apparition de nouveaux pics (augmentation puis diminution de
la température de l'air et de l'eau).

Tous les autres facteurs ont une action parfois fort différente
gue lors du premier bloom : ceci est particuliérement vrai pour la salini-
té, les phosphates.

D'autres facteyrs interviennent certainement a ce niveau : sub-
stances inhibitrices (comme les métaux) ou stimulants (substances humi-
ques), carences nutritionnelles, position du prélévement par rapport a
1'heure-marée, ou aux cycles nycthémeraux.

La stratégie d'échantillonnage se révéle indiscutablement insuf-
fisante pour rendre compte de l'évolution des populations.

I1 serait intéressant de développer par la suite un suivi :

- d'une station témoin, afin de contrdler le déroulement des successions

phytoplanctoniques, et de détecter l'apparition de Dinophysis dans le
milieu ;

- de plusieurs stations sur 2 cycles de marées, a plusieurs profondeurs,
en cas d'apparition de Dinophysis, afin de déterminer 1l'étendue des pro-
liférations de ce genre, et son comportement nycthéméral.

Les résultats de ces campagnes apporteraient de précieuses in-
dications quant a la stratégie d'échantillonnage correcte a adopter.

N.B. : Sur les figures 58 a 73 décrivant les relations entre densités de Dinophysis sp.
et facteurs du milieu, les traits pointillés correspondent a l'apparition de
pics de densités sur les stations échantillonnées.

5 v
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Schéma de deux cellules vivantes de Dinophysis acuminata provenant d'Antifer
(vues latérales)

A : cellule trés mobile

B : cellule peu mobile (observée aprés quelques jours de

maintien de l'échantillon au laboratoire)

n : noyau
v : grosse vacuole (organe d'osmorégulation ?)

arain d'amidon

w

z : zone pigmentée (zone plastidiale ?)
¢ : '"cables" cytoplasmiques (qui pourraient correspondre a certaines
structures observées en microscopie électronique a transmission

planche VI, photographie B)



Planche I : Aspect de Dinophysis acuminata en microscopie électronique
a balayage : vues latérales précisant L'aspect des deux
valves de L'hypothéque x 3 000 (photographies M. DURAND et

. A. COUTE). .






Planche II : Aspect de Dinophysis acuminata en microscopie électronique
a balayage

. photographies A et B : aspect de deux cellules dont Les
plagques de L'hypothéque se sont ouvertes sous L'impact
du faisceau d'électrons. Ceci donne auX cellules un
aspect disymétrique x 1 500

. photographies C, D, E, F : détails de La théque au niveau
du cingulum -

Cet E: x 2 600

D : x 3 800

F : x 3 400






Planche III : Aspect de Dinophysis acuminata en microscopie électronique
a balayage : détails de la théque

. photographies A, C et D : x 3 800
. photographie B : x 2 600
. photographie E : x 4 800
. photographie F : x 2 000






Planche IV : Aspect de coupes ultrafines de Dinophysis acuminata
(NB : le matériel ayant été conservé au congélateur
présente un cytoplasme trés dégradé).

Microscopie électronique a transmission x 6 500.






Planche V : Détails de Ll'ultrastructure de Mnophysis acuminata
. photographie A : x 13 000
. photographie B : x 15 000






Planche VI : Ultrastructure de Dinophysis acuminata

. photographie A : coupe transversale de L'hypothéque
x 9 500

. photographie B : détail des structures observées dans
le cytoplasme ('cables du cytosquelette?) en coupes
transversales et obliques : x 100 Q00

. photographie C : détail de la théque : x 23 000






Planche VII : Aspects en microscopie optique (fond clair) de
D. acuminata isolés de prélévements provenant
d'Antifer et ayant été conservés au congélateur
x 500.






Planche VIII : Aspects en microscopie optique (contraste inferférentiel
de Nomarski) de D. acuminata d'Antifer (x 400).






Planche IX : Quelques aspects de D. acuminata d'Antifer (toutes les
photographies présentent lLe méme grossissement) x 850.






Planche X : Aspects de D. acuminata en microscopie optique
. photographie A : x 1 000
. photographie B et C : x 950






Planche XI : Détails de cellules de D. acuminata en microscopie optique :
x 1 600
Photographies A et B : méme cellule observée selon deux
“coupes optiques différentes. A = cytoplasme, B = théque.
Méme chose pour C et D.
Noter la présence de ''cables'" cytoplasmiques bien développés.
Ces cables peuvent parfois étre observés sur du matériel
vivant.








