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1. INTRODUCTION.

Des élevages d'Artemia salina en milieux non renouvelés sont réalisés
au Centre Océanologique de Bretagne pour 1'étude de la nutrition et le contrfile
des taux physiologigues. Sur ces €levages, un certain nombre de paramétres sont
mesurés en continu ou semi-continu : pH, température, oxygéne dissous, nitrites,
ammoniaque, biomasse chlorophylienne... Les premiéres expériences avaient mis
en évidence des variations dans le temps des parametres mesurés avec des seuils
d'équilibre résultant vraisemblablement d'une auto-régulation par les bactéries.
Dans tous les écosystémes aquatigques ou terrestres le réle de la microflore bac-
térienne est primordial ; le métabolisme bactérien est un maillon essentiel des

cycles vitaux du carbone, de l'azote et du soufre...

Nous nous proposons, en liaison avec 1'écophysiologie de ces élevages,
d'étudier 1'évolution de la flore bactérienne dans son aspect purement quantita-

tif, seule une approche qualitative ayant été réalisée.

Dans un pfemier temps nous étudions la possibilité de relier les varia-
tions guantitatives des parametres du milieu et des parametres physiologigues
des Artemia & l'inventaire quantitatif de cette microflore. En évaluant la bio-
masse bactérienne et en la comparant & celle des "algues-fourrage”, le rdle des

bactéries, en tant gue source nutritive pour les Artemia, est analysé.

Les variations de la biomasse bactérienne et des parametres physiolo-
gigues des Artemia sont étudiés ensuite dans des conditions de pollutions ther-
migue et cuivrique et un essai d'amélioration de la qualité des algues-fourrage

est tenté, par la recherche de souches alguales "bacteria-free”.

La derniére partie de ce rapport est consacrée & 1'étude gqualitative
de trois souches bactériennes isolées des élevages d'Artemia salina et des cul-

tures de Tetraselmis suecica.

Il est important de souligner ici gue ces contrfles bactériens ne pou-
vaient pas déborder du cadre du protocole expérimental mis en place au laboratoire
d'écologie du C.0.B. Certaines déductions, telles gue celles relatives au rfle
nutritif des bactéries envers les Artemia, n'ont pu &tre faites qu'a la suite
d'incidents expérimentaux ; le protocole, par lui-méme, ne se préte pas & une
telle étude.



2. PROTOCOLES D'ETUDES.

2.1. Travaux réalisés au laboratoire d'écologie du Centre Océanologique
de Bretagne.

2.1.1. Ensedignements acquis au coursd de travaux antérieunrs.

Les expériences réalisées par le laboratoire d'écologie marine du
C.0.B. ont mis en évidence l'existence de relations liant les activités enzy-
matiques digestives des principales espéces composant le zooplancton et leurs

conditions de nutrition.

Les recherches sont menées sur deux fronts :

- L'analyse in situ des variations d'activité des enzymes digestives en

fonction des conditions trophiques et du rythme journalier ;

- La recherche in vitro des relations guantitatives et gualitatives liant
1'activité spécifique de ces enzymes aux.conditions de nutrition, aux taux
d’'ingestion et d’assimilation.

Il ressort des premiers travaux que la relation entre les activités
enzymatiques et la valeur d'indice de nutrition est complexe. Les activités de
1'amylase et des protéases dépendent aussi bien d'une fonction biologigque des
organismes (&ge, conditions de développement, état physiologique) que des con-
ditions de nutrition (BOUCHER & SAMAIN, 1875).

Les mécanismes de régulation des activités enzymatiques digestives
ont été étudiés expérimentalement pour Artemia salina (SAMAIN et al., 1975).
Ces travaux montrent que des corrélations significatives lient 1'activité spé-
cifigue de 1l'amylase aux taux d'ingestion et d'assimilafion, gu'il existe une
adaptation des activités amylasique et trypsique en fonction de la quantité et

et la qualité de la nourriture disponible.



Dans les milieux pauvres ou dépourvus en phytoplancton, 1'analyse
protéique a conduit & formuler 1'hypothése de la présence de particules nutri-
tives différentes des cellules végétales qui peuvent &tre soit des pelotes

fécales, des débris organiques, soit des bactéries.

2.1.2. But des expiriences en couns et méthodes d'Ztude.

Les expériences présentes ont pohr but de rechercher 4n vitho les

facteurs internes et externes influengant les sécrétions enzymatiques digestives.

Les Artemia sont élevés en laboratoire a la température de 20°C dans
de 1l'eau de mer filtrée & 0,3 M. L'élevage se fait dans des aquariums de 20 litres
en milieux non renouvelés. Toutefois, de l'eau de mer filtrée est ajoutée régu-
lieérement en fonction de la densité et de la taille des Artemia et de 1'apport
de nourriture. Un élevage débute avec 1 litre environ et se termine avec 15 a
18 litres d'eau de mer. L'oxygénation est assurée par un bullage d'air comprimé

et les aguariums sont exposés continuellement & une lumidre artificielle.

C'est 1l'algue unicellulaire Tetraselmis suecica, cultivée au C.0.B.
par 1'éguipe d'aquaculture, qui sert de nourriture aux Artemia. L'apport des

algues-fourrage a été défini comme une fonction du poids des Artemia, du type :
guantité de nourriture fournie = k x poids des Artemia

ol k est une constante &tablie dans chaque protocole d'expérience. De plus, le
volume final du milieu est ajusté de maniére que la concentration d'algue dans

1'élevage demeure la méme apres chaque apport de nourriture.

A chagque expérience, les conditions de nutrition sont donc définies
par deux paramétres : 1l'un liant la quantité de nourriture & fournir aux poids

des Artemia - 1'autre établissant la concentration maximum des algues dans le

milieu.

La mesure des protéines selon la méthode de LOWRY (1851) est automatisée



avec la mesure de l'amylase par iodométrie (SAMAIN & BOUCHER, 1874). La mesure

de la trypsine est effectuée par réaction sur le réactif B.A.P.N.A.

Les Artemia sont mesurés & 1'aide d'un micrométre sous une loupe
binoculaire. Les comptages des cellules phytoplanctoniques sont effectués au

microscope inversé au moyen d'une cellule de Malassez.

2.2. Origines et interventions possibles des bactéries dans un tel élevage.
2.2.1. Sources de contamination bactérienne.

Les bactéries de ces élevages d'Artemia ont pour origines :

= L'eau de mer recueillie pour les besoins de 1l'élevage, bien que préala-
blement passée dans un systéme de filtres dont le dernier est de 0,3 p, repré-
sente une des principales sources de contamipation bactérienne et gui peut de-

venir trés importante en cas de rupture du systéme de filtration.

- Les oeufs d'Artemia, éclos préalablement dans un aquarium, sont une

source de contamination au départ de chaque expérience.

- Les algues Tetraselmis suecica servant de nourriture aux Artemia sont
élevées au C.0.B. dans des volumes incompatibles avec la recherche d'une culture
véritablement axénique. En conséquence, l'apport quotidien de Tetraselmis contient

une biomasse bactérienne gque l'on doit surveiller.

- L'air est une source de contamination difficilement guantifiable et pour-
tant, selon BRISOU (1970) : "Environ 90% des bactéries appartenant & la biosphére

se cultivent aisément sur des milieux préparés avec de 1l'eau de mer naturelle.”



- Les différentes manipulations réalisées pour les besoins de 1'expérience
sont effectuées avec des instruments non stérilisés (hormis les prélévements

pour les numérations bactériennes).

Les sources de contamination sont, & 1'espéce élevée prés, identiques

a celles retenues par LUCAS & PRIEUR (1974) & propos des élevages de Bivalves
marins et dont on peut en tirer un schéma général pour 1'étude des bactéries

associées aux élevages d'invertébrés marins.

2.2.2. Niveaux d'intervention des bacténies.

Le milieu n'étant pas renouvelé, nous pouvons nous attendre & une
modification de celui-ci résultant du métabolisme des Artemia et de 1'activité
régulatrice des bactéries. En milieu non renouvelé, les déchets organiques et
minéraux sont de toutes sortes : cadavres d'Artemia, de Tetraselmis et de bac-
téries ; débris de mues ; produits du métabolisme des Artemia (pelotes fécales,
excrétion ammoniacale). Les bactéries qui transforment tous ces déchets peuvent
entrainer 1'accumulation dans le milieu ae substances telles que : ammoniague,

nitrites, nitrates, phosphates...

Une prolifération anarchique des bactéries pourrait épuiser 1'oxygeéne
du milieu et entrainer, par l'utilisation des sulfates et nitrates comme source
énergétique, 1l'accumulation d'ammoniaque et d'hydrogéne sulfuré. Pour éviter
un tel systéme de dégradation (métabolisme anaérobie) il faut assurer une bonne

oxygénation des élevages d'Artemia.

Les bactéries peuvent également représenter une source de nourriture
pour les Artemia, surtout de nature protéique, puisqu'elles contiennent de 35 &
80% de protéines en poids sec. L'ingestion des bactéries par les Artemia se fait
certainement de fagon continue puisque ces derniers se nourrissent de particules

ou d'algues inférieures & 20 M et que les bactéries se fixent préférentiellement



sur ce type de particule. Seulement 1l'ingestion n'entraine pas forcément la
digestion et 1l'assimilation. SAMAIN et al. (1975) ont montré gue chez Artemia
saling la synthése de 1l'amylase est activée en relation avec 1'accroissement
de la concentration en phytoplancton. Le métabolisme digestif s'orienterait
vers une source de calories de haut rendement & base glucidigque en présence
de phytoplancton et les pelotes fécales rejetées dans une telle digestion

auraient une forte teneur protéigue.

Les bactéries sembleraient donc étre une source possible de nourriture
dans des milieux pauvres ou dépourvus de phytoplancton. Ainsi SAMAIN et al.
(1975) ont mis en évidence, dans un élevage d'Artemia salina exposé a la lumiére
naturelle, une activation de l'amylase le soir en relation avec le "grazing” du
phytoplancton, et, au cours d'une nutrition secondaire diurne, une activation
de l'amylase et des protéases par dés particules autres que du phytoplancton
et qui peuvent 8tre soit des pelotes fécales, soit des bactéries cu des débris

organiques.

2.3. Numération bactérienne.
2.3.1. Choix d'une méthode d'analyse.

Nous nous proposons de faire l'inventaire quantitatif des bactéries
des élevages d'Artemia salina i 11 faut pour cela faire 1le choix d'une technigue
adaptée a ce type d'étude. BIANCHI A. & BIANCHI M. (1871) ont bien analysé les
différentes méthodes de numération des populations bactériennes du.milieu marin.
La numération directe au microscope fournit des valeurs trés supérieures a la
réalité car elle ne fait pas la distinction entre les cellules viables et les

cadavres bactériens.

Les méthodes indirectes aprés culture des échantillons fournissent des
résultats inférieurs au nombre réel d'organismes, car il n'existe pas de milieu

de culture permettant le développement simultané de tous les types trophiques



pouvant coexister dans un méme milieu naturel, et, selon BRISOU (1963), trés
souvent les germes forment des amas difficilement séparables qui se comportent
en culture comme un seul germe. Toujours éelon cet auteur, cette méthode peut
fourni, des résultats erronés par défaut, pouvant &tre inférieurs de 100 &

5 000 fois aux concentrations bactériennes vraies.

La méthode directe est incompatible avec notre étude, car elle réclame
un appareillage d'optique précis, de plus par cette méthode, il est difficile
de distinguer les germes vivants des cadavres, ou méme de certaines particules
inertes ; or dans un milieu non renouvelé les détritus organiques extrémement

fins sont treés nombreux et peuvent se confondre avec les bactéries.

La méthode indirecte correspond plus & nos besoins, c'est d'ailleurs
la plus fréquemment utilisée en microbiologie écologique. Le tableau 1 résume
les différentes méthodes de numération indirecte.

Nous avoné choisi la culture par étalément sur milieu gélosé qui
permet d'effectuer des comptages différentiels dans le cas ol une souche est
trés représentée dans 1'échantillon et qui permet un isolement rapide de souches
pour une étude qualitative. Cette technique est couramment employée au labora-
toire de zoologie pour le contrfle bactériologique des élevages de Bivalves

marins.



Tableau 1

Milieu

liquide

15 ml par tube
(5 tubes par dilution)

Stérilisation
(autoclave 30' & 120°C)

\

Incorporer

1 ml de chaque

dilution par tube
(5 tubes par dilution)

Differentes méthodes indirectes de numération des populations bactériennes

Préparation d'un milieu

de culture

Milieu solide
(sans inclusion)

¥ .
Stérilisation
(autoclave 30' & 120°C)

Couler dans
des boites de Pétri
(20 ml par boite)
(3 boites par dilution)

Etalement de
0,1 ml d’échantillon
dilué par boite
(3 boites par dilution)

+ agar

Milieu solide
avec inclusion
dans gélose

Répartir dans des tubes

a8 vis de 20 ml et 10 ml

(3 tubes de chague par
dilution)

Tubes 20 ml Tubes 10 ml

Y .
v Stérilisation |
(autoclave 30' & 120°C)

Maintenir a

40°C
Couler dans
des boites
de Pétri
(3 bofites par
dilution)
Y
Incorporer

1 ml de chaque
dilution par
tube

Couler le mélange
sur le fond gélosé
des boites de Pétri

LECTURE APRES 8 JOURS D'INCUBATION



2.3.2, Choix d'un milieu de culture.

Nous avons vu qu'il n'existe pas de milieu de culture universel
permettant d'évaluer 1l'infinité de types microbiens susceptibles de coexister
dans un méme milieu naturel. En conséquence, avant chaque étude microbiologique,
on devrait rechercher le milieu gqui donne les meilleurs résultats guantitatifs.
Toutefols, comme le soulignent BIANCHI A. & BIANCHI M. (1971) en se référant
& FLODDGATE (1964) : "tous les milieux olU. peptone et extraits de levures sont
en concentration pléthorique, permettent des développements bactériens

comparables dans la limite de fidélité des numérations.”

De plus, un milieu de culture donnant le résultat guantitatif le
plus élevé, n'est pas forcément le meilleur, car comme le mentionne HUSSENOT
(1972), les milieux artificiels peuvent permettre le développement de micro-

organismes qui ne sont pas fonctionnels dans 1'écosystéme.

A notre avis il est donc inutile, dans une telle étude, d'essayer
de tester l'efficacité de tel ou tel milieu ; ce qui importe surtout dans une
numération appelée & tort "microflore totale” c'est de bien préciser la méthode

d'analyse et le milieu de culture employés.

De ce fait, pour notre étude nous avons utilisé le milieu 2216 E
d'OPPENHEIMER & ZOBELL (1952) gqui est un des plus couramment employés. BIANCHI
(1971)(1973) - MAYZAUD & DALLOT (1873) - PRIEUR & LE ROUX (1975).

Bacto-peptone Difco - 4 g
Extraits de levures Difco 1g
Phosphate ferrique 0.1 g
Agar 15 g
Eau de mer vieillie 750 ml

Eau distillée : 250 ml
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3. ETUDE QUANTITATIVE.

3.1, Premiére série d'expériences en conditions physico-chimiques normales.

Cette expérience a surtout permis de mettre au point la technigue de
numération des populations bactériennes et de définir les orientations futures

des comptages notamment au niveau des sources de contamination.

L'élevage comportait deux aquariums dont les conditions de nutrition

étaient identiques et définies par les paramétres suivants :

Bac 1 Concentration max. d'algues : 300 x 10B £/1
Bac 2 k = 300 x 102

3.1.1. Numération bacténienne.

3.1.1.1. Difficultés_technigues : Des difficultés inattendues
ont marqué cette premiére expérience. En effet, la présence d'uﬁa souche bacté-
rienne pourvue d'une mobilité exceptionnelle pendant la phase de croissance de

la colonie a rendu inutilisable la majorité des résultats des comptages bacteé-
riens. Cette souche, en colonisant rapidement la surface du milieu gélosé, inhibe
la croissance des autres colonies, si bien que dans les cas les plus défavorables
éucune autre souche ne peut se développer. Les boites de Pétri sont alors appa-
remment vierges ou ponctuées de minuscules colonies. En réalité, la surface de
chague boite de Pétri est recouverte d'un mince film bactérien, facilement ob-
servable quand le germe est peu représenté dans l'échantillon, car il ne couvre

pas la totalité de la surface du milieu gélosé (photos n® 1 & 2).
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"Germe migrant" envahissant une boite de Pétri

Photo 2 : Etalement, avec et sans inclusion sous gélose blanche,
d'un échantillon contenant le "germe migrant"




A ce stade de 1'étude, il était matériellement impossible de modifier
le choix de la technique de numération. Aussi pour poursuivre nos recherches,
nous avons employé la méthode suivante : les étalements sur boites de Pétri se
font selon la technique habituelle, mais pour chaque dilution nous préparons
quatre boites dont deux sont recouvertes, apreés étalement de 1'échantillon,

d'une mince couche de gélose blanche (Agar + eau distillée & 15°/,,).

Cette technique inhibe la migration du germe ou la retarde. Lorsqu’'il
est totalement absent dans les boites sans gélose blanche, nous pouvons tester
1'efficacité de la méthode par un comptage comparatif des différentes boites
d'une méme dilution. Nous avons obtenu ainsi un certain nombre de résultats
permettant de vérifier que 1'apport de gélose blanche n'’affecte pas la gualité

des résultats quantitatifs.

Tableau 2 : Comparaison entre les boites d'une méme dilution
avec ou sans inclusion sous gélose blanche en
absence du "germe migrant"

Avec inclusion Sans inclusion
217 227
38 43
77 81
353 : 363
Nombre 1860 a0
515 289
de 167 202
68 80
149 - 128
Colonies 98 72
280 - . 268
74 78
123 : 123
403 : 384
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3.1.1.2. Enseignements (Fig. 1) : Bien que les résultats soient

en partie faussés par la présence du "germe migrant”, il est tout de méme pos-

sible de faire guelques constatations :

- Pendant les 8 premiers jours de 1l'expérience, les comptages peuvent
Btre considérés comme exacts puisque le "germe migrant” ne s'’est pas manifesté.
Pendant les trois ou quatre premiers jours, nous assistons & une rapide colo-
nisation du milieu avec une croissance bactérienne de- type exponentiel. Ensuite,
on assiste & une forte décroissance et & une stabilisation du nombre de germes

aux alentours de 108 g/ml.

- La phase de décroissance peut s'expliquér de différentes maniéres :

. par 1'épuisement du milieu, la disparition de substances nécessaires
a8 la croissance de certaines souches bactériennes ;

. par 1l'accumulation dans le milieu de produits métaboligues toxiques ;

« par la disparition de certains germes ayant servi de nourriture aux
‘Artemia ; :

. par le role du 3e jour d'expérience qui est caractérisé par l'absence.
totale d'apport de nourriture aux Artemia et de mesures des différents
paramétres. Ce jour de jelne forcé est peut-&tre responsable d'une

prédation accrue des Artemia envers les bactéries.

Les données recueillies ne sont pas assez nombreuses pour répondre avec assurance
a ce probléme ; toutefois l'analyse des activités enzymatiques des Artemia permét
de Justifier le bien-fondé de certaines hypothéses.

3.1.2. Observations au niveau des parametirnes mesurs.

L'activité spécifique de 1l'amylase est donnée par le rapport des unités ‘enzyma-
tiques mesurées par ml & la masse protéique dans le méme volume. L'unité enzyma-
tique étant la quantité d'enzyme nécessaire pour "dextriniser” 1 mg d’'amidon par
minute pour un dosage & l'iode (SAMAIN & BOUCHER, 1874).
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L'activité spécifique de la Trypsine est donnée par le rapport de la
concentration de Trypsine par ml & la masse protéique du m&me volume de 1'échan-
tillon.

Toute relation entre les variations des activités enzymatiques diges-
tives des Artemia salina et les variations quantitatives des bactéries est
bien difficile & établir du fait de la présence dans le milieu de particules
nutritives, différentes des cellules bactériennes, telles que les algues unicel-
lulaires et les particules organiques inertes. Toutefois, les incidents d'expé-
rimentation, tel gque le jedne forcé du 3e jour, peuvent aider & relier les va-

riations de la biomasse bactérienne & celles des activités enzymatiques.

L'absence d'apport de Tetraselmis le soir du 3e jour entraine une
chute brutale de 1l'activité spécifique de l'amylase au 4e jour, tandis que
1'activité spécifique de la Trypsine continue de croitre. La diminution de 1'ac-
tivité amylasique est compréhensible puisgue la principale substance de réserve
des Tetraselmis est 1'amidon ; par contre, l'activité trypsique indique une uti-
1isation d'une nourriture protéique d'origine différente des cellules alguales
(bactéries, pelotes fécales...). Dans le méme temps, la disparition entre le
2e jour et le 4e jour de 6 x 106 germes bactériens par millilitre semblerait

confirmer 1'hypothése d'une prédation accrue des Artemia envers les bactéries.

Seulement, aprés les nouveaux apports en Tetrgselmis (5e jour et
sulvants) nous n'enregistrons pas de diminution significative dans 1'activité
spécifique de la Trypsine, pas plus que la reprise d'une croissance bactérienne.

La prédation ne peut donc &tre 1l'unigue cause de la disparition des bactéries.

La thése la plus probable semble &tre 1'action simultanée de la pré-
dation par les Artemia et de 1'épuisement du milieu par la raréfaction de cer-
tains nutriments ek par dégagement de produits métaboliques toxiques. Par la
suite 1l'action de ces deux phénoménes tend & limiter la concentration bactérienne

aux alentours de 10B g/ml.

Par ailleurs il est important de souligner 1'intensité de 1'activité

trypsique qui demeure trés supérieure durant la premiére moitié de 1l'expérience,
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a celle enregistrée dans les mémes conditions de nutrition au cours d'autres
séries d'essals. Cecl semble indiquer que les Tetraselmis, mis a la disposition
des Artemia, ne possédent pas les réserves glucidiqués en amidon suffisantes
pour permettre & ces crustacés de faire face & leur besoin énergétique. Les
Artemia utilisent certainement dans ce cas une forte proportion de protéines

contenues dans les Tetrgselmis.

nombre de parameétres sont mesurés au cours de ces expériences, mais seuls sont
étudiés ceux présentant des variations susceptibles d'é&tre reliées aux métabo-
‘1ismes des bactéries et des Artemia. Nous n'analyserons donc que les concentra-

tions en ammoniaque et nitrites (Fig. 4 & 5).

Durant cette premiére expérience, les teneurs enregistrées en ions
ammonium et nitrites sont anormalement élevées et seraient toxigques pour de
nombreux animaux si 1'on se référe & BREMOND & VUICHARD (1973). D'aprés ces
auteurs, des concentrations de 2,5 mg/l d'ammoniagque total pour un pH compris
entre 7,4 et 8,5 sont dangereuses pour la plupart des espéces. La concentration

létale pour des Daphnies serait de 1'ordre de 8 mg/l.

La forme sous laquelle se trouve 1l'ammoniague en solution est détermi-
nante pour son degré de toxicité ; en effet, seule sa forme non ionique est
dangereuse et le pourcentage de celle-ci par rapport & l'ammoniaque total est
une fonction croissante de la température et du pH. Plus ce dernier augmente,

et plus 1'éguilibre NHS-NH * se déplace vers NHS‘ d'oll un risque d'intoxication

4
fortement accru.

L'abague proposé par PETIT & FERRON (1975) donne les valeurs suivantes

pour le bac 1 :

Tableau 3 : Teneur en ammoniaque dans le bac 1 les 4e et 5e jours

3 Concentration en ions H Ammoniaque Forme non ionigque
oLy NH& mesurée P total toxique : NH3
4e 2,88 mg/1 8,4 3,20 mg/1 0,32 mg/1

5e 2,88 mg/1 8,2 3,08 mg/1 0,21 mg/1
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Nous voyons que pour une mé&me concentration en ions ammonium mesurée,

la forme non ionique est plus importante le 4e jour que le 5e.

Nous ne possédons pas de seull de toxicité pour les Artemia, néanmoins
les concentrations en ammoniaque et nitrites gue nous avons rencontrées ne les
ont apparemment pas affectés. Seul un léger retard dans leur croissance est
observé, mais celui-ci incombe sdrement plus aux mauvaises conditions de nutri-

tion durant les premiers jours.

Toutefois nous avons recherché la cause de ces fortes teneurs en élé-
ments azotés dans le milieu et il semble que plusieurs phénomé&nes en soient

responsables :

* Nous pouvons penser que les Artemia ont un r8le important dans 1'apport
d'ammoniaque dans le milieu. Nous avons vu précédemment que durant cette expé-
rience, l'activité trypsique est intense, indiguant une orientation secondaire
du métabolisme digestif vers une digestion protéasique pour remédier aux apports
glucidiques déficients. Les acides aminés assimilés peuvent &tre incorporés dans
de nouvelles protéines ou dégradés ; ils perdent, dans ce dernier cas, leur radi-
cal amine qui est €liminé sous forme d'ammoniaque. Ainsi nous pouvons soupgonner
gue l'utilisation plus importante des protéines durant cette expérience, a en-

trainé une excrétion ammoniacale plus intense.

Le jour du jedne, ce phénoméne est encore plus conséguent ; les Artemia
orientent non seulement leur métabolisme digestif vers une digestion entiérement
protéasigue, mais de plus leurs protéines et acides aminés de certains tissus
sont utilisés comme matériaux énergétiques. MAYZAUD & DALLOT (1873) ont montré
chez plusieurs espéces du.zooplancton dont un crustacé amphipode, Phronima seden—
taria, que le jelne entrainait un catabolisme strictement protéique avec une
forte excrétion ammoniacale. Cette thése se voit confirmée dans la deuxiéme série
d'expériences, ol un jour de Jedne correspond exactement & forte augmentation de

1'ammoniaque dans le milieu (11e jour de la deuxidme série d'expériences]).

# Mais le métabolisme des Artemia ne peut expliquer les fortes teneurs en -

ammoniaque et surtout en nitrites qui apparaissent dés le 2e jour, immédiatement
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aprés la premiére addition de Tetraselmis dans les &levages. Durant les premiers
Jours de 1'expérience, les Artemia Dht été nourris avec une culture de Tetraselmis
suecica effectuée dans notre laboratoire, mais celle-ci était d'une trés mau-
vaise qualité. Nous avons vu précédemment gque ces algues sont probablement res-
ponsables de 1l'intense activité trypsigque, mais elles sont également & 1'origine

de la pollution du milieu par des éléments azotés :

. D'une part, la culture, du fait de sa déficience, peut comporter des
cellules mortes en voie de décomposition. Le premier stade de la minéralisation
bactérienne des déchets organiques est 1l'ammoniague gqui est en partie oxydé par

les bactéries nitrifiantes en nitrites, puis en nitrates ;

« D'autre part, le faible rendement de la culture d'algues peut entrali-
ner une mauvaise utilisation des éléments nutritifs qu'elle contient. Or, les
€léments azotés entrent pour une grande part dans la composition du milieu de
WALNE (1966) gui sert & enrichir 1'eau de mer des élevages d'algues unicellu-
laires. Ce milieu contient :

100 g de Na ND3
soit, 1175 pu atg N sous forme de N03 par litre de culture d'algues,

par litre de milieu

si une partie non négligeable de cet azote n'est pas assimilée par les algues ;

& chaque apport de nourriture aux Artemia, des nitrates, des nitrites et mé&me un
peu d'ammoniaque peuvent &tre transmis. CARVAL & PRIEUR (en préparation) qui
travaillent actuellement sur ce sujet, signalent gque dans de mauvaises conditions
de culture, les apports d'algues-fourrage peuvent contenir jusqu'a 500 upatg N/1
de nitrates et 10 mpatg N/1 de nitrites. ; la concentration en ammoniaque restant
toujours faible. Or dans notre cas, la culture d'algues employée é&tait d'une
qualité médiocre et de concentration alguale faible (7,5 x 10° £/ml), ce qui
suppose gue tous les @léments nutritifs n'ont pas été utilisés. Par ailleurs, du
fait de sa faible concentration, un grand volume de cette culture est nécessaire
pour la nourriture des Artemia, expliquant ainsi 1'augmentation brutale des ni-
trites aprés les premiers apports de Tetraselmis. Le 1er jour, environ 600 ml de
culture d’algues sont requis pour nourrir les Artemia ; le volume final de chaque
bac apr&s l'addition de Tetraselmis étant de 1,500 1. Par un simple calcul, nous

trouvons que 6 & 10 p atg N/1 de nitrites dans la culture d’'algues suffisent a
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expliquer les concentrations observées le 2e jour dans les bacs d'Artemia, ce

gui est tout & fait envisageable compte tenu des observations de CARVAL.

Le 5e jour d'expérience qui marque 1'abandon de la culture de Tetra—
selmis pour une autre en provenance du laboratoire d'aquaculture, met en évi-
dence le rtle prédominant joué par les premiéres algues dans la pollution du
milieu par les éléments azotés. En effet, nous enregistrons & partir de ce moment
une décroissance progressive des teneurs en ammoniaque et nitrites dans les éle-
vages qui, par 1l'action des dilutions successives et de la nitrification bacté-

rienne, retrouvent des concentrations normales vers le 12e jour.

Afin de bien comprendre le cheminement des différents éléments azotés
dans les élevages d'Artemia, nous avons réalisé un schéma simplifié, inspiré
des différents cycles de 1l'azote que 1l'on peut trouver dans la bibliographie
(Fig. B).

3.2. Deuxiéme série d'expériences.

Les élevages d'Artemia comportent cette fois gquatre agquariums dont
trois ont été suivis bactérioclogiquement. Les conditions de nutrition ne sont

pas les m&mes pour fnus les aquariums :

Bac I k = 300 x 102 Concentration
Bac II : k = /300 % 102 alguale 300 x 106 £/1
Bac III k = 200 x 102 maximum

Le bac II ne devrait pas &tre étudié dans ce chapitre puisqu'il a subit
au départ des altérations chimiques. Il a été placé en excés d'ammoniague et de
nitrite afin d'étudier les variations quantitatives des bactéries et les réactions
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des Artemia par rapport & un élevage effectué dans des conditions physico-

chimiques normales. Cet essai n'ayant apporté que trés peu de renseignements,

les comptages bactériens et le comportement des Artemia ayant une évolution
comparable a celle de 1'élevage normal, nous avons abandonné au 7e jour les
apports d'ammoniaque et de nitrites si bien que le bac II se retrouve dans

les mémes conditions physico-chimiques et de nutrition que le bac I.

3.2.1. Numération bactéinienne.

Les courbes de numération bactérienne des différents bacs présentent un profil
identique & celui de la premiére expérience, mais avec des accidents trés im-
portants (Fig. 7).

Nous obtenons, comme dans les premiers essais, une phase de colonisa-
tion sur quatre a.cinq Jjours, suivie d'une phase de décroissance présentant de
multiples accidents, le nombre de bactéries ne se stabilisant jamais. Il est
important de remarquer que la concentration est en général trés supérieure a

celle rencontrée durant les expériences précédentes.

3.2.1.2. Dans_l'eau de mer filtrée :
L'eau de mer a fait 1'objet d'une surveillance attentive car bien gue les éle-
vages soient réalisés sans renouvellement, il existe un apport quotidien d'eau
de mer filtrée pour’ équilibrer la concentration alguale au moment de 1'apport de
nourriture. Ainsi les élevages effectués dans des aquariums de 20 litres, débutent

avec seulement 1 & 1,5 litre pour environ 40 000 larves et se terminent avec
15 & 18 litres pour 2 500 & 5 000 Artemia.

L'eau de mer utilisée passe préalablement dans un systéme de filtration
comportant deux filtres : le premier étant de 10 y et le dernier de 0,3 p. Théo-
riquement, peu de bactéries peuvent traverser ce systéme, mais la moindre petite
déchirure dans le dernier filtre peut réduire a néant 1l'efficacité de la filtra-
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tion, sans pour autant que 1'on s'en apergoive. Les comptages bactériens quo-
tidiens ont permis de montrer d'une part la grande efficacité du systéme de

filtration et d'autre part 1'opportunité du changement des filtres lors de
leur rupture (Fig. 8).

Ces apports d'eau de mer filtrée ont plusieurs conséquences sur les

populations bactériennes de 1l'élevage :

« Ils apportent les nutriments nécessaires au maintien de certaines souches
bactériennes et quand les volumes sont importants, ils peuvent permettre une
nouvelle phase exponentielle de croissance de socuches qui trouvent dans cette

eau tous les éléments nécessaires & leur parfaite croissance.

« Ils apportent en cas de rupture de filtres une biomasse bactérienne qui

peut, en concentration, &tre supérieure & celle de 1'élevage.

« Ces apports d'eau dé mer .sont une voie de pénétration pour des nouveaux
germes. Ainsi aprés les déboires dus au "germe migrant” durant la premidre série
d'expériences, tous les aquariums et récipients ont été passés a l'eau de jabel.
Pourtant le germe s'est de nouveau manifesté le 6e jour dans le bac I et sa

présence dans 1l'eau de mer filtrée a été mise en évidence le 7e jour.

Certains accidents dans les courbes de numération bactérienne peuvent
trés bien 8tre expliqués par les hypothéses précédentes. Ainsi aans le bac II,
entre le 10e et le 11e jour, nous notons la brusgque augmentation de la concen-
tration bactérienne qui passe de 7 x 1Els #/ml a 2,94 x 107 Z/ml, soit 22 millions
de germes de plus par millilitre. En recherchant dans les différentes manipula-
tions effectuées le 10e jour, nous nous apercevons que le volume d'eau de ce bac
a été doublé : il est passé de 3,4 litres & 6,8 litres. Par ailleurs, en plus de
cet apport d'eau de mer fraiche qui favorise une nouvelle colonisation bacté-
rienne, les comptages bactériens de l'eau de mer filtrée indigquent une rupture
du systéme de filtration entre le 10e et le 11e jour ; cet incident a pu surve-

nir durant les opérations de remplissage.
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A partir du 15e et 16e jour, nous notons une autre brusque conta-

mination, mais cette fois dans tous les bacs. Qualitativement, elle est 1'oeuvre
d'une souche dont les colonies sont de couleur jaune. Un comptage différentiel

effectué dans le bac I illustre bien la prédominance de ce germe.

Tableau 4 : Comptage différentie] dans le bac I

Jour Colonies jaunes Aut;es colonies
15e 2 X 108 bect./ml 38 X 106 bact./ml
16e 5,8 X 10B . 1.9 X 10B ,
17e 8 X 105 " 0,34 x 106 E
18e 1,1 X 107 - 0,36 x 108 -
18e 2,6 x 10 " 0,7 x 10° "
20e 6,8 x 10B " _ 0,8 x 10S "
21e 0,25 x 10° . 0,67 x 10° »

Deux causes peuvent expliquer 1l'envahissement simultané de tous les
bacs : - ce germe peut trés bien se trouver & 1'état de vie ralentie dans tous
les bacs et se développer brusquement & 1l'occasion d'un apport de nutrilites
essentiels & sa croissance. Ceux-ci peuvent provenir soit de l'éau de mer filtrée
soit de la culture d'algues gui présente justement & cette période de profondes
modifications.

- La deuxiéme possibilité est un éventuel apport de ce germe par 1l'eau de
mer filtrée ou une autre source contaminante qui, trouvant dans les élevages

diArtemia un milieu favorable & sa croissance, se développe de fagon exponen-

tielle.

Les oeufs d'Artemia fournis par METAFRAME (San Francisco Bay Brand Division,

Newark, California) représentent la plus importante source de contamination au

e T AUV TR e S e N T N S T - s s 4 = r .
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10 ml d'eau de mer stérile que 1'on agite pendant 1 minute, nous obtenons
aprés étalement immédiat sur milieu 2218 E de OPPENHEIMER & ZOBELL (1852) :
2,87 % 104 germes/ml.

A partir du tube de dilution -1 qui contient donc environ 2870 germes/ml
: g 107 bact./ml

7
1.8 x 10 "

au temps 0, nous obtenons : apres 24 h

aprés 48 h

Bien que les jeunes larves avec lesquelles on ensemence les bacs d'ex-
périence soient séparées de leur eau d'éclosion par une filtration grossiére,
nous obtenons une importante contamination bactérienne. En effet, 1'eau de mer
filtrée ne contient que 4 x 103 bact./ml avant 1'expérience, et au temps O, les

élevages contiennent 5 & 6 x 105 bact./ml.

8.2.1.4. Dans_les_cultures de Tetraselmis_suecica :
Les algues-fourrage que nous utilisons sont inévitablement une source de conta-
mination bactérienne, car leur culture axénique est incompatible avec les volumes
requis journellement pour les besoins des différents laboratoires du C.0.B.
Pourtant la réussite de tout élevage utilisant ce type d'alimentation naturelle
est sous 1'étroite dépendance de la bonne qualité de celle-ci. CALABRESE & DAVIS
(1970) ont montré que les cultures d'algues "bactérisées” peuvent devenir sou-
dainement toxigues, sans gque leur aspect et leur croissance en soient altérés.
LUCAS & PRIEUR (1974) insistent sur le fait que pour la bonne conduite d'un éle-
vage, on ne saurait tolérer la moindre négligence dans la surveillance bactérienne
des algues-fourrage. La population Eactérienna d'un élevage de Bivalves peut &tre
doublée par 1'apport des bactéries des algues (PRIEUR & LE ROUX, 1875).

Les algues étant certainement & l'origine des modifications physico-
chimiques des élevages lors de la premiére série d'expériences, nous avons décidé
pour celle-ci une étroite surveillance des apports en Tetraselmis. Une nouvelle
culture en ballon nous a été fournie & partir du 4e jour pour les besoins de notre
expérience, afin de suivre 1'évolution des biomasses Eactérienne et alguale au

cours du temps.
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Les résultats (Fig.g ) montrent que dans des conditions normales de
croissance et de multiplication des cellules alguales, la biomasse bactérienne
se maintient aux alentours de 108 ¢/ml, cette concentration étant inférieure

a celle rencontrée dans les bacs d'Artemia.

Mais brusgquement, le 17e jour, la biomasse bactérienne augmente pour
atteindre 2,2 x 107 germes/ml les 18e et 19e jours. Dans le méme temps on observe
une chute de la concentration alguale, avec une perte de mobilité ciliaire dans
le ballon de culture. Une souche bactérienne reconnaissable & ces colonies de
couleur brune est isoléé pour une étude qualitative car elle représente a ce

moment 80% des germes présents dans les boites de Pétri.

Par un rapide calcul nous pouvons juger la contamination bactérienne
par les algues de cette période : au 20e jour, dans le bac II, i1y a 1,2 X 1DB
bact./ml, on appofte en nourriture 3 litres 415 de culture de Tetraselmis con-
tenant 2,2 x 107 bact./ml, soit en tout 7,5 x 1[1‘":l bactéries. En effectuant les
calculs de dilution, le volume final devant &tre de 12,6 litres, on obtient dans
ce bac aprés l'apport de nourriture, une concentration de 6,8 x 106 bact./ml,

soit une augmentation de plus de 5 millions de bactéries par millilitre.

Cette nourriture est donnée & 16 h, le lendemain & 9 h il ne reste
plus que 2,1 x 105 bact./ml. La disparition de cette biomasse bactérienne peut
s'expliquer d'une part par la mort de germes n'ayant pas trouvé des conditions
physico-chimiques idéales pour se maintenir, et d'autre part, par la prédation
des Artemia qui ne recherchent pas spécifiguement des bactéries, mais gui en
ingérant les cellules phytoplanctoniques, absorbent également les germes bac-

tériens qui y sont agglomérés.

-

Nous observons ici un double inconvénient inhérent & la mauvaise gua-
1ité de la culture d'algues : celle-ci posséde & la fois une forte concentration
bactérienne pour une faible concentration alguale. Cecil implique que de grands
volumes sont nécessaires pour nourrir les Artemia et par conséquent 1l'apport

bactérien en est d'autant plus grand.
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En reprenant 1'exemple précédent, nous pouvons comparer ce qu'aurait

été 1'apport bactérien dans le cas d'une culture de Tetraselmis de bonne qualité

(de concentration alguale de 4 x 105 £/ml et de concentration bactérienne de
3]
10" bact./ml).

Tableau 5
Concent. Concent. Volume Concent. Concent.
alguale de| bact. de algual Apport bact. bact. apres
BAC II la culture| la culture | requis pour initiale 1'apport de
de de la nourrit. total dans Tetraselmis
(20e jour) | Tetraselmis| Tetraselmis des le dans le
en £/ml en bact./ml | Artemia bactérien bac II bac II
Culture de 5 7 10 6 5
Tetraselmis 1 x 10 2;2 % 10 31 415 725 % 10 1,2 x 10 6,8 x 10
du 20e jour
Culture de '
Zetrgeelmis| 4 . 48 10° 01842 | 8,4x10% | 1,2 x10% | 1,18 x 10°
de bonne
qualité
Ce simple calcul montre 1'importance des soins que 1'on doit apporter
aux cultures d'algues-fourrage que ce solt dans un but expérimental ou commercial,

ainsi que la nécessité d'un contrdle bactérien journalier.

3.2.1.5. Autres contaminants :

Les contaminations par 1l'air et les opérateurs durant les différentes manipula-

tions sont difficilement chiffrables. Toutefois une expérience a été tentée au

niveau du plan de travail de bactériologie se situant sous une hotte aspirante.
Une bofte de Pétri contenant du milieu 2216 E d'OPPENHEIMER & ZOBELL (1852) est

laissée ouverte pendant 1 h le plus prés possible du bec Bunsen.

Hotte aspirante en marche

Hotte aspirante inactive

Nous obtenons les résultats moyens suilvants :

15 colonies bact./heure

24 colonies bact./heure

+

+

13 champignons/heure

1 champignon /heure
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Les champignons dans le premier cas ont également contaminé les éta-
lements des échantillons effectués pendant ce temps. I1 n'était donc pas recom-

mandable d'utiliser la hotte pendant les opérations d'inoculation.

3.2.2, Observations au niveau des parametres mesurs.

Le bac II a été placé en exceés d'ammoniaque et de nitrites afin d’étudier
le rble joué par les bactéries dans 1'augmentation lors des premiers expériences
de ces é€léments azotés et de vérifier que ces derniers n'ont pas eu d’incidence

sur la croissance des Artemia.

L'ajustement en ammoniaque et nitrites a été fait de fagon & obtenir
les concentrations moyennes relevées dans les premiers élevages. Ces apports
d'éléments azotés n'entrainent aucune variation guantitative notable des bactéries
par rapport aux bacs I et III. Les Artemia ont un comportement normal et n’affectent
aucun retard de croissance ; ils présentent d'ailleurs la plus grande taille

moyenne au 7e jour.

Bac I Bac II Bac III
Taille moyenne au 7e jour des Artemia salina 0,99 mm 1,08 mm 0,393 mm

Au 5e jour, aucune modification n'ayant été notée dans le comportement
et la morphologie des Artemia, les apports en ammoniagque et en nitrites ont &té
abandonnés. Le bac II se retrouve donc daﬁs les mémes conditions physico-chimigues
et de nourriture que le bac I & partir du 8e jour. Le retour aux concentrations
normales est plus rapide pour 1'ammoniaque que pour les pitrites, mettant ainsi
en évidence une importante activité nitrifiante des bactéries : 1'ammoniague

étant oxydé en nitrites, puis en nitrates.

Dans les bacs I et III dont les conditions chimigques n'ont pas été
altérées et dans le bac II & partir du 8e jour, les teneurs en ammoniagque et
nitrites restent faibles. Seul le 11e jour quil a été en partie jedné&, marque une
brusque augmentation de la concentration en azote ammoniacal. Nous avons vu gue
ce phénoméne ne peut Etre relié a une excrétion accrue des Artemia qui utilisent

leurs protéines a des fins énergétiques.



10
Fig.12:ACTIVITE TRYPSIQUE

=

Bac | : e——-e
Bac Il

. —

Baclll: ske--e%

Jours

=

Fig.13: ACTIVITE AMYLASIQUE



-25-

Ce jour de jeline et l'expérience en excés d'éléments azotés permettent
de vérifier les hypothéses émises pour expliquer les taux anormaux d'ammoniaque
et de nitrites enregistrés lors de la premiére série d'expériences. L'origine du
phénoméne cemble bien 8tre la mauvaise qualité de la culture d'algues qui, d'une
part apporte des éléments nutritifs azotés non utilisés, et d'autre part, entraine
une orientation du métabolisme digestif des Artemia vers une digestion protéasique
pour faire face & la déficience des réserves glucidiques des Tetraselmis. Par
ailleurs, le jour de jedne induit le catabolisme des protéines des Artemia qui
s'accompagne d'une forte excrétion ammoniacale. Quant aux bactéries, elles contri-
buent & accroitre la charge du milieu en éléments minéraux azotés en minéralisant
les déchets organiques et en transformant 1'ammoniaque ainsi obtenu en nitrites

et en nitrates.

Dans 1'ensemble, les activités enzymatiques (Fig.12 et13) sont moins stables que
dans la premiére série d'expérience. Les courbes de résultats révélent de mul-
tiples accidents difficilement interprétables. I1 faut peut-8tre en rechercher
la cause dans le fait que chaque valeur n'est ici le reflet que d'un prélévement,
alors que dans les expériences précédentes, elle représente la moyenne de cing

échantillonnages espacés dans la journée.

L'intensité de 1'activité trypsique est beaucoup plus faible que dans
1'expérience précédente, ce qui indique que les réserves glucidiques des Tetra-

gelmis suffisent aux Artemia pour pallier & leurs besoins énergétigques.

Dans cette série d'’expérience, le jour de jedne n'entraine pas de
chute de 1l'activité amylasique et d'augmentation de 1l'activité trypsique ; aussi
tout essal de corrélation entre les variations guantitatives des bactéries et

les activités enzymatigues des Artemia est impossible.

Pour avoir une notion plus compléte du rdle que peuvént jouer les bac-
téries en tant qu'apport nutritif éventuel pour les Artemia, il faut essayer

d'évaluer la biomasse bactérienne et la comparer & la biomasse alguale.
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3.3. Estimation de 1a biomasse bactérienne.
' 3.3.1. Priambule.

Les bactéries des écosystémes aquatiques ont longtemps été étudiées
uniquement dans leur r6le de minéralisation de la matiére organique et de
transformation des éléments nutritifs minéraux. Les bactéries interviennent
dans tous les cycles des é€léments chimigues de la matiére vivante : le car-
bone, l'azote, le soufre, le fer. Mais ﬁarallélement a cet aspect important
de leur activité, certains chercheurs récemment ont porté leur attention
sur l'importance des bactéries dans les chaines alimentaires des communautés

aquatiques.

Ainsi d'apreés WURTZ (1847), les Protozoaires, les Copépodes, les
Ostracodes, les Rotiféres, les larves de moustiques et probablement certains
batraciens et poissons consomnent des bactéries. ZHUKOVA (1963) mentionne
par exemple que Nerefs diversicolor peut trés bien vivre 14 jours avec pour
unique nourriture des bactéries et avec un accroissement de poids de 12,3 %.
Par ailleurs, des expériences effectuées chez le Copépode Calanipeda aqua
dulets de la mer d'Azov montrent que le poids de bactéries cbnsommées est

égal a 1/5 de celui du phytoplancton.

TEZUKA (1871 et 1974) va encore plus loin dans ce type d'expérience ;
11 montre que Dapinia pulex peut trés bien vivre uniquement nourrie avec des
bactéries, mais elle est alors incapable de se reproduire. En 1974, il remargue
que Daphnia pulex ne peut croitre et se reproduire pendant plusieurs généra-
tions guand elle est uniguement noﬁrrie avec Paramecium caudhtum‘: par contre,
avec une nourriture mixte & base de paramécies et de bactéries, les daphnies
se développent et se reproduisent trés bien. Dans le méme temps, toujours
chez Daphnia pulex, TAUB & DOLLAR (1968) ont montré que ceBranchiopoded’eau
douce ne peut se reproduire correctement quand il est nourri avec des cultures
axéniques de Chlorella ou de Chlamydomonas. Ils présument gqu'il existe des
substances probablement bactériennes nécessaires & la reproduction normale

des daphnies.
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Il n'est pas nécessaire de multiplier les exemples pour montrer gque

le rble des bactéries ne se limite pas & la dégradation et & la minéralisation

des matiéres organiques. Ces microorganismes sont une source de nourriture
non négligeable pour certaines espéces et parfois méme indispensables & leur

métabolisme.

3.3.2, Evaluation de La biomasse bactérienne.

Pour étudier les bactéries en tant que source de nourriture pour les
Artemia, il faudrait faire une estimation de la biomasse et de la production

bactérienne ainsi que guantifier 1l'importance de la prédation.

Les expériences gque nous avons réalisées ne permettent pas le calcul
de la production bactérienne et de la prédation par les Artemia ; toutefois,
en utilisant les m&mes méthodes gque pour les Artemia et les aiguss, il nous a
été possible d'estimer la biomasse protéigue des germes présents dans les

élevages.

ZDBELLI(1953] donne pour les bactéries marines un volume moyen de
052 ps, un poids humide de 2 X 10-10 mg pour une bactérie, un poids sec de

4 x 10" mg, dont 2 x 10" 1" mg de carbone.

KUZNETSOV & ROMANENKO (1966) considérent le volume moyen égal & 0,5 ps.

MORI & YAMAMOTO (1875) établissent leurs calculs de biomasse en consi-
dérant le volume moyen d'une bactérie & 0,5 pa, pour une densité voisine de 1, ils
obtiennent un poids humide de 0,5 x 10-9 mg/bactérie. Le poids sec représente
15 % du poids humide et la teneur en carbone correspond & la moitié du poids sec.

La teneur en azote est obtenue par le rapport C/N = 50/8.

La recherche de la biomasse protéIque bactérienne s'est fait selon la

méthodologie suivante :
- Nous avons réalisé une suspension bactérienne dans le 1l'eau de mer stérile
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en prélevant des colonies sur des étalements réalisés & partir d'échantillons
des élevages d'Artemia.

- A partir de cette suspension, nous avons réalisé plusieurs ensemence-
ments dans des boites de Pétri. Au bout de 24 heures, les germes sont en pleine
phase exponentielle de croissance, toutes les cellules produites sont théorigue-
ment viables. Nous réalisons alors une suspension bactérienne trés concentrée
dans un tube contenant 6 ml d'eau de mer stérile. Aprés une longue agitation

permettant de supprimer les agrégats bactériens, nous utilisons la suspension
comme suit :

SUSPENSION DE 6 ml

2 ml 2 ml 1 ml

pour effectuer
un comptage bactérien

(dilutions jusqu’'a 10-101

Centrifugation
pendant 15 mn a 4°C

culot remis en suspension avec de
1l'eau distillée pour 1 volume total
de 2 ml ’

Passage pendant 5 mn aux ultrasons

Lecture des résultats
pour détruire les parois cellulaires

aprés 8 jours d'incubation

Mesure des protéines selon la méthode
de LOWRY (1851) automatisée par
SAMAIN & BOUCHER (1974)

Les résultats ont été les suivants :

1er_test : 0,425 mg de protéines/ml
0,365 mg de protéines/ml

2e__test : 2,55 mg de protéines/ml
2,67 mg de protéines/ml

pour 2,37 x 109 bact./ml

pour 1,64 x 1010 bact./ml

— s [

Soit en moyenne :

pour_le 1er_ test : 1,66 x 10_10 mg de protéines/bactérie

pour_le 2e _test : 1,58 x 10-1D_mg de protéines/bactérie.
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Ces deux tests ayant été effectués & 1 mois d’'intervalle, nous
pourrions estimer que ces résultats refletent bien la biomasse protéique des
bactéries des élevages d'Artemia. Cependant, en les cnmparanf aux valeurs
du poids sec données par les différents auteurs cités plus haut, ils semblent

un peu trop élevés.

Plusieurs raisons peuvent expliguer cette divergence :

« Tout comptage bactérien par une méthode indirecte donne un résultat
par défaut. Ici les germes en suspension étaient tous capables de croitre sur
le milieu d'OPPENHEIMER & ZOBELL (1852) puisque les cellules méres ont été
prélevées sur ce méme milieu. Par contre, il existe toujours une légére erreur

due aux agrégats bactériens et aux germes qui restent collés sur 1'étaloir.

« Par ailleurs, les germes sont considérés au départ de 1l'expérience comme
tous viables, or il est certain qu'il existe un nombre plus ou moins important
de cadavres cellulaires qui n'interviennent pas dans le comptage bactérien, mais

dont les protéines sont mesurées.

Crnitique de £'expénrience : La mesure des protéines selon la méthode de LOWRY
(1951) automatisée par SAMAIN & BOUCHER (1874) est certainement trés fiable et
peut permettre d'avoir une estimation de la biomasse protéique des bactéries.
Toutefois, la méthode indirecte de numération bactérienne n'est pas recomman-
dable pour une telle recherche ; un comptage direct au microscope est nécessaire
car les cellules vivantes et mortes ont un r8le équivalent dans le dosage des
protéines.

3.3.3. Discussdon.

Malgré ces résultats peu satisfaisants, nous pouvons essayer de com-
parer les biomasses protéigques bactérienne et alguale. Pour cette derniére, les
analyses effectuées au C.0.B. montrent que les Tetraselmis suecica ont un fort
rapport C/N comparé aux données trouvées dans la bibliographie pour des espéces

voisines. Mais ce rapport varie beaucoup suivant les conditions de culture des
algues et 1'Sge de celles-ci. (tableaux 6 et 7).



Tableau 6 : Biomasse alguale
Sources Espéces mg C/é mg N/é C/N Protéines mg/ﬁ
PARSONS et al. | Tetraselmis 8,35 x m—& 1,88 x 10-8 4,44 1,18 x 10-7
1961 maculata
BERLAND et al. | Tetraselmis | 6,11 x 1078 1,37 x 1078 | 4,45
1972 striata 1,98 x 10°%] 6,14 x 10°°| 3,24
’ -7 -9 -8
Tetraselmis y| x 10 6,4 x 10 15,6 2,4 x 10
CslisBs . 7,23 x 102 16,47 x 10°% [ 11,17
1976 suecica -8 g
4,69 x 10 4,34 x 10 10,08
Tableau 7 Biomasse bactérienne
Poids brut Poids sec Protéines
Sources mg/!s mg/d mg C/zf mg N/t! mg/é
ZOBELL 1963 | 2 x 10710 4 x 10" 11 |5 % qg 19
HUSSENOT 1972 | 5 x 107 1@ 1 x 10" 10 |5 x 101
" - = -12
YAMAMOTO 1975 | 5 x 10° 1@ 0,75 x 10" 19 |3,75 x 10°11 | 6 x 10
-10 " - -10
C.0.B. 1976 *3,2 x 10 y si 50% de protéines 1,50 x. 10
<
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Les cellules bactériennes ont une composition chimique trés variée ;
on trouve en général, par rapport au poids sec, 35 & 75% de protéines, 10 &
30% de glucides (surtout dans la paroi) et 15 & 25% d'acides nucléiques. Si
nous prenons le pourcentage moyen de 50% de protéines, nous avons un poids
sec calculé de 3,2 x 10_19 mg par bactérie, ce qui est relativement plus élevé

que les différentes données bibliographiques.

En utilisant nos résultats, nous avons au moment de 1'apport de

nourriture aux Artemia :

3 x 105 ¢ alguales/ml soit 7,20 pg de protéines/ml
pour 105 £ bact. /ml on a 0,16 pg de protéines/ml
pour 2 x 107 ¢ bact. /ml on a 3,20 pg de protéines/ml

: Méme en minorant ces résultats, nous voyons que la biomasse protéigue
bactérienne dans le milieu, comparée a celle des algues, est loin d'étre négli-
geable, surtout que le "grazing" entraine la disparition de 90 & 100% du phyto-
plancton au bout de 24 heures. Les bactéries (selon leur concentration) sont
donc rapidement une source de nourriture protéique de biomasse équivalente ou

supérieure & celle des algues.

De plus, il faudrait tenir compte de la production bactérienne, car
Jusqu'’a présent nous n'avons calculé que la biomasse protéique des bactéries
vivantes dans le milieu, sans tenir compte du renouvellement qui compense la
disparition d'un grand nombre de germes par prédation ou décomposition dans 1le
milieu. A ce sujet,” ZHUKOVA (1863) signale que le Copépode Calanipeda aqua dulecis
dans la mer d'Azov ingére en moyenne 290 000 bactéries par 24 heures pour 6 300
cellules phytoplanctoniques : soit en biomasse (poids brut) 5 fois plus de phy-

toplancton que de bactéries.

Il est malheureusement impossible d'établir des taux de production
dans une telle expérience, le temps de génération des bactéries variant de
guelgques minutes & plusieurs mois selon les espeéces, la température et le

substrat. Toutefois ZOBELL (1963) signale que le temps de génération des bactéries
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dans une eau de mer naturelle stockée & 22°C dans un volume de 20 1 environ,
est de 3 & 6 heures pendant les deux premiers jours ; ensuite, il y a une
diminution progressive dépendante des facteurs du milieu. Dans le bac I, le
temps de doublement de la population est de 4 h 15 mn le premier jour, et de
8 h 30 mn dans le bac II ; & partir du deuxiéme jour, il y a une diminution
considérable dans les deux bacs de ces temps de génération. Mais ceux-ci ne
sont en fait "qu'apparents” puisqu’'il n'est pas possible de tenir compte de
la prédation et leurs diminutions observées dés le 2e jour sont peut &tre

a relier a une absorption des bactéries par les Artemia.

3.4. Expériences en conditions physico-chimiques altérées.

3.4.1. Chocs thermiques.

A partir des adultes prélevés dans le bac I de l'expérience précé-
dente, nous avons réalisé une série de chocs thermiques de longue ou de courte
durée. Les seuls parametres mesurés étant la température, les activités enzyma-

tiques des Artemia et le nombre de bactéries.

Les Artemia, au nombre de 300, sont placés dans un bécher de 2 litres
contenant de 1l'eau de mer filtrée. Trois récipients sont ainsi préparés, dont
1'un est conservé a la température ambiante de 22°C, le deuxiéme est amené &

37°c pendant 30 minutes et le dernier subit un choc thermique long & 34°C
pendant 7 heures ; les retours & la température ambiante se font lentement. Les
élevages sont réalisés en lumiére naturelle et 5 mn aprés le début de 1'expé-

rience, on apporte 100 ml d'algues dans chaque bécher.

Les comptages bactériens (fig.14) révélent dans les deux cas (choc

-

long & 34°C et choc court & 37°C) une colonisation du milieu peu différente
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du témoin. Ces températures ne semblent pas faire varier quantitativement les
bactéries, mais il peut y avoir des modifications qualitatives car certaines

souches bactériennes sont affectées dés 30°C (PRIEUR, 1874).

Du point de vue’ enzymatique (fig.15), 1'activité trypsique ne subit
pas de variations significatives. Seule 1l'activité amylasique du lot placé &
37°C pendant 30 minutes montre, immédiatement aprés le choc thermique, une
baisse plus importante que dans le témoin et le choc long & 34°C. Toutefois les
variations ne sont pas trés importantes et il est difficile de tirer des con-

clusions, les Artemia semblant peu affectés par ces variations de température.

Dans une expérience ultérieure, en effectuant un choc long & 40°C a
partir d'Artemia conservés dans leur eau d'élevage, nous avons obtenu un résul-
tat intéressant du point de vue bactérien, mais la mort rapide des Artemia a
compromis 1'étude enzymatique. Toutefois le nombre des bactéries en une heure
et demie d'expérience a accusé une chute sensible, signifiant gue, dans un
milieu déja colonisé, certaines souches sont incapables de se maintenir a une

telle température. Il est possible qu'un. choc long & 37°C entraine le méme effet.

3.4.2. Pollution culvrique.

Cette expérience présente le double intérd&t d'étudier les réactions
des Artemia & des pollutions croissantes en cuivre et de suivre la réaction de
la microflore bactérienne pewrlaquelle le cuivre est un agent bactéricide ou
bactériostatique car il interfére avec le métabolisme producteur d'énergie en
se combinant avec les protéines et, par conséquent, en inactivant les enzymes
(STANIER et al., 1966).

Le cuivre est donc un inhibiteur enzymatique au méme titre gue les
autres métaux lourds (mercure, argent, plomb...) 3 toutefois, le plus efficace
d'entre eux est le mercure. Ces métaux lourds se combinent avec les groupes

sulfhydryles (SH) des protéines cellulaires et ont pour effet de provoguer une
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altération générale du métabolisme. Mais bien que ces composés soient des

agents toxiques trés puissants, leurs effets peuvent -dans certaines limites-

gtre supprimés par 1'addition de composés contenant des groupes sulfhydryles

comme la cysteine et le glutathion (STANIER et al., 1966).

Nous n'avons pas trouvé de données précises sur les taux de cuivre
considérés comme toxiques pour les bactéries ; tnufefois. ALBRIGHT & WILSON
(1972) montrent que des teneurs de 10 ppb de cu?* entrainent une inhibition
partielle de 1l'activité hétérotrophigue des bactériés. Les concentrations

employées lors de nos éxpérisnces sont de 1 & 3 ppm.

La premiére expérience a été effectuée avec des Artemia conservés
dans leur eau d'élevage. L'adjonction de cuivre se fait sous forme de sulfate
de cuivre et les doses ajoutées sont immédiatemént contrdlées par une analyse

chimigue.

Trois béchers de 3 litres, exposés & la lumiére naturelle, regoivent

respectivement : 3,5 ppm de CU +es-.. bac BB

1,4 ppm de CU s..ses bac B1

0O ppmde CU «sese. bac témoin

Six heures aprés l'adjonction de cuivre, 100 ml d’algues sont ajou-
tés ; nous observons alors un comportement énigmatigue des Artemia gui se
regroupent au fond du bécher & l'opposé de la lumiére uniquement dans le bac
témoin.

Au bout de 24 heures, dans 1'élevage contenant 3,5 ppm de Cu (531
nous observons quelques cadavres et une eau beaucoup plus trouble gue dans le
témoin et le bac B,. L'augmentation de la turbidité de 1'eau peut 8tre reliée

1 :
3 celle de la biomasse bactérienne. (Fig. 16).

48 heures aprés le début de 1'expérience, la mortalité est trés éle-

vée dans le bac B3 et légére dans le bac B1. Le trouble de 1l'eau de 1'élevage
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a8 3 ppm de Cu s'accentue, toujours en relation avec 1l'augmentation de la

biomasse bactérienne.

Le 38njour, 1'expérience est arrétée : un prélévement d'eau réveéle

gue dans le bac B, la concentration du cuivre dans 1l'eau est passée de 1,4 ppm

i
a 1 ppm et dans le bac B3 de 3,5 ppm & 1,4 ppm.

Du point de vue enzymatique, nous ne notons pas de différence signi-
ficative entre les différents bacs, sauf peut-&tre pour le 2e jour ol les
activités enzymatiques sont plus faibles dans les bacs contaminés ; mais ce

phénoméne est compensé, par la suite, par une activité plus intense.

Du point de vue bactérien, guantitativement nous avons noté une
concentration inférieure dans le bac B1 par rapport au témoin et un accrois-
sement trés important des germes dans le bac le plus pollué ; mais qualita-
tivement, nous avons observé la disparition rapide de presque tous les germes
présents au début d;expérience, seules des suuchés gui forment de grosses

colonies blanches dans les bofites de Pétri ont colonisé le milieu.

Cette derniére observation permet de faire 1l'hypothése de la présence
de souches résistantes au cuivre, tandis que la plupart des germes présents
sont éliminés. Ainsi la "souche migrante” responsable de nos débpires en début

d'étude, disparalit dans le bac 83 en moins de 24 heures.

La deuxiéme expérience a pour but de vérifier les hypothéses émises
lors du test précédent. Les Artemia sont placés cette fois-ci dans de 1l'eau

de mer filtrée et répartis dans 4 béchers dont la composition est la suivante :

Bac B'1 : Artemia + eau de mer filtrée + 1 ppm Cu

Bac B'3 : Artemia + eau de mer filtrée + 3 ppm Cu

Bac TA : Artemia + eau de mer filtrée

Bac TE : eau de mer filtrée + 3 ppm Cu

Témoins:
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Le comportement des Artemia est identique a celui de la premiére

expérience, & savoir que dans le témoin (T,), aprés addition de la nourriture,

A
les Artemia se concentrent au fond du bécher & 1'’opposé de la lumiére.

Aprés 24 heures d'expérience, nous observons déja 50% de mortalité
.dans le bac 8'1 et 90% dans le bac 5'3 et 1'eau des élevages est trés trouble.

Au bout de 48 heures, la quasi totalité des Artemia sont morts dans le bac B'3

et environ 70% dans le bac 8'1.

Du point de vue enzymatique, seuls deux prélévements par bac ont pu

étre réalisés, les renseignements sont donc peu significatifs ; toutefois, nous

observons une chute des activités enzymatiques par rapport au témoin (TA].

Les bactéries, tant dans le bac 8'1 que B'a, parallélement & 1'augmen-
tation de la turbidité de 1'eau, montrent un accroissement considérable par

rapport au témoin T,. De plus, dans le témoin [TE] contenant de 1'eau de mer

A
filtrée et 3 ppm de cuivre, nous observons la disparition progressive et com-
pléte de tous les germes en 48 heures. Du point de vue qualitatif, les souches

bactériennes présentes dans B', et B'3 forment toutes de grosses colonies

1
blanches dans les boftes de Pétri, colonies identiques & celles observées lors

'de la premidre expérience. (Fig. 17).

Un comptage différentiel de ces colonies dans B'1 réveéle qu'elles

SEprasentans i 35% des souches présentes au temps tD

93% aprés B heures
100% aprés 24 heures

100% aprés 48 heures

Dans B', elles représentent :

3 46% des souches au temps t

0
39% aprés 6 heures
50% aprés 24 heures

100% aprés 48 heures



_37_

Nous pouvons penser que ces germes sont intimement 1iés & la pré-

sence des Artemia dans le milieu et & leur mortalité. En effet, lors de la

premiére expérience, la dose de 1 ppm de cuivre ne s'était pas révélée aussi
toxique pour les Artemia : les germes bactériens &taient alors moins nombreux
dans ce bac que dans le témoin ; par contre, nous assistons, dans ce deuxiéme

test, & une forte augmentation de la biomasse bactérienne gue 1l'on peut relier

@ l'accroissement du nombre de cadavres dans le milieu.

La toxicité du cuivre envers les bactéries est trés nettement prouvée
par le témoin TE’ mais en présence de déchets organiques, certains germes sont

capables de se développer, méme en présence de fortes concentrations de cuivre.

Pour les Artemia, les doses de cuivre testées, bien gu'entrainant une
mortalité élevée, ne semblent pas troubler fortement la synthése des enzymes
digestives. Quant & la différence de toxicité des mémes doses de sulfate de

cuivre entre les deux expériences, plusieurs explications sont possibles :

« Les lots d;adultes ayant servis aux deux expériences ne proviennsnt pas
du méme élevage ; le premier lot a fait 1'objet d'un élevage contrdlé, le
deuxiéme non. SALIBA & AHSANULLAH (1973) ont montré que des Artemia acclimatés
a8 de faibles doses de cuivre résistaient mieux & la toxicité de fortes doses.
Des lots d'origine diverse peuvent trés bien posséder une tolérance différente

envers le cuivre.

« Les milieux sont différents au départ, puisque la premiére expérience
se déroule avec des Artemia dans leur eau d'é€levage et la deuxiéme dans de 1'eau
de mer filtrée. L'eau de mer des Artemia contient de nombreux déchets organigues,
des bactéries et des algues susceptibles d'absorber une partie du cuivre et, en
particulier, la présence de prctéinés ou d'acides aminés comme la cystéine, le
glutathion ou 1'albumine qui peuvent captaf sur leurs groupements sulfhydryles
des ions cuivriques. L'eau de mer filtrée qui est utilisée dans la deuxiéme
expérience ne contient gque trés peu de corps susceptibles d'absorber une par-
tie du cuivre, si bien que 1l'action toxigue de celui-ci, pour une méme concen-
tration, est plus intense pour les Artemia dans le deuxiéme test que dans le

premier.
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3.5. Essai d'amélioration de la qualité des cultures d'algués{

Nous avons déja longuement insisté sur le.r6le prépondérant joué

par les "algues-fourrage” dans les élevages expérimentaux, ou dans les éclo-
series, nurseries et tout autre établissement faisant appel & ce type de

nourriture.

Devant les déboires survenus aux cultures de Tetraselmis suecica
durant nos expériences, nous nous sommes proposés d'effectuer une surveillance
quantitative de la microflore bactérienne et une exploration gqualitative d’une

souche isolée lors des incidents survenus aux cultures.

L'inoculum de la culture de Tetraselmis suectica provient du Laboratoire
de Biologie Nariné de PLYMOUTH, il n'était pas garanti "bacteria-free”. Un comp-
 tage bactérien révele qu'il contient environ 105 germes/ml, ce qui semble trop
élevé pour la bonne conservation dé la souche alguale. Le méme contrdle effectué
"par PRIEUR (1976, comm. pers.) sur la demande du Laboratoire d'Aquaculture du
C.0.B., donne un résultat de 17 x 108 bactéries/ml ; ce qui est pour lui, la

plus forte valeur qu'il ait rencontré dans une souche alguale.

L'idéal bien entendu, est 1'obtention d'unm inoculum véritablement
axénigue pour démarrer les cultures. Ensuite, les volumes requis journellement
pour les besoins des différents laboratoires du C.0.B., rendent impossible la
conservation de cet axénisme. Les techniques d'épuration généralement employées
font appel aux antibiotiques (SPENCER, 1852 - BEDNARZ, 1972). Maix ceux-ci sont
d'un emploi délicat dans les élevages et de nombreux chercheurs sont contre leur
utilisation systématique qui peut aboutir & la sélection de souches antibio-résis-
tantes ou méme avoir une action néfaste sur les organismes en élevage. LUCAS &
PRIEUR (1974) insistent sur le fait que 1l'emploi de ces antibiotiques réclame
une connaissance approfondie de la microflore de 1'élevage et que leur utilisa-

tion doit &tre judicieuse et modérée.
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Nous ayons donc recherché une méthode simple permettant de rendre

la souche de Tetraselmis axénique, tout en ne faisant pas intervenir de bac-

téricides. L'éguipe aquaculture du C.0.B. avait déja réalisé des milieux
gélosés sur lesquels ils faisaient croltre un faible volume d'une culture
alguale contaminée. Aprés incubation sous une lumiére artificielle, ils pré-
levaient les colonies alguales formées pour les placer dans des tubes conte-

nant une eau de mer nutritive stérile.

Ces essais se sont avérés infructueux pohr 1'unique raison que le
milieu gélosé employé était celui de WALNE (1966), habituellement utilisé pour
enrichir l'eau de mer des cultures d'algues, auquel on avait additionné de la
gélose. Les germes bactériens, bien que ne s'étant pas manifestés sur ce milieu
favorable aux algues, n'en étaient pas moins présents, et, chague transfert de
colonies de Tetraselmis dans une eau de mer stérile entrainait une petite guan-

tité de bactéries qui recontaminait rapidement la nouvelle souche alguale.

En partant du méme principe, nous avons tenté de réaliser un milieu
mixte permettant le développement simultané des colonies alguales et bacté-
riennes. Nous avons repris le milieu de WALNE (1866) auquel nous avons ajouté
de la peptone, de l'extrait de levure et de la geélose dans les mémes proportions
gue dans le milieu d'OPPENHEIMER & ZOBELL (1952). Des méthodes semblables ont
déja été utilisées (CHU, 1946 - LEWIN, 1958).

Aprés un étalement de 0,1 ml par boite de Pétri d'une culture de
Tetraselmis suecica et une incubation de 10 jours dans la salle d'algues du
C.0.B., nous avons obtenu des colonies bactériennes et alguales plus ou moins
espacées suivant les dilutions. Aprés repiquage minutieux des colonies alguales
s'y prétant ,dans des tubes d'eau de mer nutritive stérile et une incubation de

15 jours, les contrfles bactériens n'ont révélé la présence d'aucun germe.

Les souches alguales axéniques de Tetraselmis suecica ainsi formées
présentent de multiples intéréts :
- possibilité d'obtention de plus grand volume d'algues "bacteria-free" pour
des expériences précises ;
- meilleure conservation de la souche mére ;
- possibilité de mettre en évidence la toxicité de souches bactériennes

envers les Tetraselmis suecicq...
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4, ETUDE QUALITATIVE.

L'étude qualitative dans le cadre de nos expériences peut 8tre

abordée de deux manigres différentes :

= 1 est possible, au cours des numérations bactériennes, d'isoler un
certaln nombre de souches que 1'on congéle (CHAMROUX & PRIEUR, en préparation)
et sur lesquelles on effectue ultérieurement différents tests d'identification.
Cette méthode présente l'avantage de différer dans le temps les études quanti-
tative et qualitative. Seulement la description d'une souche bactérienne requiére
1l'exécution d'une centaine de tests qui ne présentent un véritable intérét que
s'ils permettent d'appliquer les méthodes modernes de la taxonomie numérique.
Or pour cela, il faut étudier simultanément un grand nombre de germes : travail
impossible a réaliser dans le cadre de cette é&tude.

= La deuxiéme méthode consiste & rechercher les différents groupements
fonctionnels qui réunissent les bactéries susceptibles de réaliser une méme
fonction. Cette technique a été souvent employée : BIANCHI (1968 et 1971),
HUSSENOT (1872) ; elle est plus facile & mettre en ceuvre gue la précédente,
mais elle n'est intéressante que si 1'on étudie 1'évolution de ces groupements
durant la période de 1'expérience. Ce travail demande donc & étre effectué paral-
lélement & l'étudé guantitative, ce qui, pour des guestions de temps, était
irréalisable dans le cadre de nos expériences. Pourtant cette méthode semble

&tre la plus enrichissante pour la compréhension des modifications physico-
chimiques du milieu, bien qu’'elle ne garantisse pas gue les bactéries ainsi

isolées soient yéritablement fonctionnelles dans 1'écosystéme.

Toutefois trois souches semblant prédominantes ou ayant un carac-
tére particulier ont fait 1'objet d'une détermination par la méthode classigue :

Souche ASO1 : isolée a partir des bacs d'Artemia salina ; il s'agit du "germe
migrant” qui envahit les cultures sur milieu gélosé.

Souche B262 : de couleur jaune, responsable des blooms bactériens enregistrés
dans tous les bacs d'Artemia entre le 17e et le 18e jour de la
deuxiéme série d'expériences.

Souche A262 : isolée & partir de la culture de Teitraselmis suecica utilisée lors
- de la deuxiéme série d'expériences. Responsable de la forte concen-

tration bactérienne durant le mauvais rendement de la culture d'algues



Tableau 8 : Résultats de 1'étude qualitative

CARACTERES

SOUCHE AS D1

SOUCHE B 262

SOUCHE A 262

Morphologdques :

Colonie de couleur

Forme des bactéries :

b&tonnets
cocci
spirille,
Spores & 80°C
Mobilité
Gram

Ecofogiques :

Salinité O * .
20 L
70 ”
100 *
Température 5 °C
20
30
37
41

= = = =

Blochimiques :

Oxydatif

Fermentatif

Alcalin

Oxydase

Catalase

Acidifie glucose
mannitol
sorbitol
inositol

H%s

Uréase

Indole

Acétoine
Gélatinase
Tween 80

Rouge de Méthyle
Dénitrification
B Galactosidase
Arginine

Lysine
Ornithine
Citrate

Blanche
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+ + + 4+

+

o+ + +

Marron
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4.1, Protocole d'étude.

PRIEUR a inséré les souches A 262 et B 262 dans une série de germes
en cours d'étude par la méthode de taxonomie numérique, mais malheureusement,
a8 1'heure actuelle, les résultats ne sont pas encore connus. Toutefois, sur
ses conseils, nous avons réalisé un certain nombre de tests portant sur des
caractéristiques morphologiques, écologiques, biochimiques et nutritionnelles
qui suffisent & la détermination jusqﬁ'au genre des germes isolés. Le protocole
d'étude suivi est celui de PRIEUR (1874) et les résultats sont consignés dans
le tableau n° 8.

4.2. ldentification des souches :

Parmi les nombreuses clés de détermination des bactéries, nous avons
utilisé celle établie par BALEUX (1876) & partir du "BERGEY's manual of deter-
minative bacteriology” (Be édition, 1974). Nous avons obtenu les déterminations

suivantes :

AS_ 01 : la souche "migrante” est un Aeromonas (famille des Vibrionaceae)
par ses caractéres : bacille gram - ; fermentatif oxydase + ; gélatinase + ;
acétoine + ; mobile ; indole + et bdtonnet droit. Cette détermination par la
clé de BALEUX semble confirmée par toutes les caractéristiques marphulugiqués
et biochimiques mentionnées dans BERGEY (1874) & propos des Aderomonas. Ainsi,
comme la souche AS 01, les Aeromongs acidifient le glucose, ne fermentent pas

1'inositol, sont arginine + et réduisent les nitrates en nitrites.

B 262 : isolée des bacs d'Artemia est un Staphylococcus (famille des

Mierocoecaceae) par ses caractéres : cocci gram + ; catalase + ; immobile ;
fermentatif. Cette détermination est également confirmée par les caractéristiques

des Staphylocogques mentionnées par BERGEY (1974).

A 262 : isolée des cultures de Tetraselmis serait un Photobacterium

(famille des Vibrionaceae) par ses caractéres : bacille gram - ; fermentatif ;
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oxydase + ; indole - et mobilité + ; mais certaines caractéristiques des
Photobacterium consignées dans le "BERGEY's manual” ne correspondent pas aux
résultats trouvés. Les Photobacterium sont théoriquement rouge de Méthyle +

et réduisent les nitrates en nitrites. Toutefois il se peut que le développe-

ment peu rapide de la souche A 262 soit a 1'origine d'erreurs par une lecture
trop rapide des résultats des réactions. Nous notons ici, la faiblesse de la
taxonomie classique qui repose sur des critéres morphologiques et physiologigues
et dont l'interprétation erronée d'un de ceux-ci peut conduire a une fausse
détermination. La taxonomie numérigque est au contraire fondée sur le principe
du rapprochement des bactéries qui possedent le plus grand nombre possible de

caractéres communs.

Cette souche a fait 1l'objet d'un test supplémentaire afin de rechercher
une éventuelle toxicité envers les Tetraselmis suecica puisqu'elle avait été
isolée pendant la période de mauvais rendement de cette culture d'algues. L'ob-
tention de souches de Tetraselmis suecica "bacteria-free” (§ 3.5) a psfmis'la
‘réalisation de ce test : sur tocte la surface d'ﬁne boite de Pétri contenant
un milieu "mixte” décrit au paragraphe 3.5. est ensemencée une suspension
d'algues axéniques ; au centre de la boite nous avons déposé une faible gquantité
de la souche A 262 et aprés incubation, nous n'avons pas observé d'auréole d'inhi-
bition autour des bactéries ; la souche A 262 ne semble donc pas avoir d'action

toxique envers les Tetraselmis suecieca (photo n°® 3).



Test de toxicité de 1a souche A 262 envers une culture
d'algue Tetraselmis suecica "bacteria free"

(en sombre : colonies alguales)
(en blanc : colonies bactériennes)
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5. CONCLUSION.

Cette &tude, bien qu'incompléte, aura permis de mettre 1'accent sur
1'importance de 1'activité bactérienne dans un écosystéme. Le rfle de ces micro-
organismes dans la minéralisation des déchets organiques est primordial ; ils
permettent la remise en circulation du carbone et de 1'azote immobilisés dans
les macromolécules organiques. Mais en plus de cette fonction fondamentale, les

bactéries jouent un rdle dans la nutrition de nombreux organismes.

L*étude guantitative dans les élevages d'Artemia aura mis en évidence
la nécessité du contrdle bactérien tant au niveau méme de 1'élevage que dans les
différentes sources de contamination possible. Parall@lement nous avons noté les
soins particuliers gue 1'on doit apporter a la source de nourriture principale,
surtout quand celle-ci est naturelle. Les cultures d'algues ont été en effet
presque toujours & l'origine des importantes variations des paramétres mesurés :
spit directement, en apportant des éléments azotés sous forme de nitrates et
nitrites et une forte biomasse hactérianﬁe ; soit indirectement, en orientant le
métabolisme digestif des Artemia vers une digestion protéasigque qui entraine une

excrétion ammoniacale accrue.

Ce type d'étude bactériologique, effectuée selon une méthodologie déja

employée pour les Bivalves marins par LUCAS & PRIEUR (1974) peut &tre adapté a
tout élevage d'invertébrés marins, méme en milieu renouvelé. En effet, il ne faut

pas oublier que méme & 1'échelle industrielle, un élevage est un milieu confiné
ol les conditions bactériologiques et physico-chimiques sont totalement diffé-
rentes de la mer libre. Comme 1'a montré WALNE (1958), 1l'indice de réussite des
€levages varie en fonction inverse de leur degré de pollution microbiologigue.
La maitrise totale d'un élevage passe donc non seulement par la surveillance des
paramétres physico-chimiques du milieu, mais également par une connaissance par-
faite de la microflore et des facteurs susceptibles de modifier les équilibres

des différentes populations bactériennes.
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