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ABSTRACT : THE GROWTH AND THE SIZE FREQUENCY OF THREE MARINE UNICELLULAR ALGAE, IN BATCH
CULTURES, USED AS FOOD fOR LARVAE OF BIVALVE MOLLUSCS

A channelyser was used in conjonction with a Coulter counter to determine size
frequency distributions and growth phases 4f three marine unicellular algae, Iscochrysis
galbana, Chaetoceros calcitransforma pumilwn and Tetraselmis suecica, over a 30 days
period.

The exponential phase of growth lasts 11 days for the first two species and 13
days for the last one. Chaetoceros calcitrans forma pumilum i3 the smallest algae with a
mean cell diameter of 3.5 um. I[sochrysis galbana's mean cell diameter is equal to 4.35um.
Its size increasesduring the stationary phase of growth. Tetraselmis suecica's mean cell
diameter is equal to 8um. The same phenomena as described with Iscchrysis galdbana was
equally observed.

RESUME

Les différentes phases de croissance de troig algues unicellulaires marines
utilisées en aquaculture, [sochrysis galbana, Chaetoceros calcitrans forma pumilum et
tetraselmis suecica ont été étudisdes pendant 30 jours au moyen d'un compteur de particules
sous des conditions de cultures contrdlées. Parallédlement, 12 spectre de taille des cellu-
les a été déterminé avec analyseur C 1000.

La phase exponentielle de croissance est de 11 jours chez les deux premiéres
espéces, de 13 chez la dernidre. Chaetoceros caleitrans forma pumilwm est la plus petite
avec une taille moyenne de 3.5um. Son volume cellulaire est constant. La taille moyenne 4'
Isochrysis galbana est de 4%.5um. Une augmentation du volume cellulaire est observée en
phase stationnaire. La taille modale de Tetraselimis suecica est de 3um. LA encore, une aug-
mentation du volume cellulaire apparait en phase stationnaire.

Mots clés : algues unicellulaires, Isochrysis galbana, Chaetoceros caleiirans forma pumiium,
Tetraselmis suecica, croissance, spectre de taille.

Key words : unicellular marine algae, [sochrystis galbana, Chaetoceros caleitrans forma
pumilum, Tetraselmis suecica, growth, size frequency distribution.

INTRODUCTION

Une des difficultés rencontrées dans les é&closeries de bivalves est la production
en quantité suffisante d'algues servant a 1'alimentation des larves. La taille cellulaire,
la valeur nutritive et la facilité de production sont les trois principaux critédres aéfi-
nissant la qualité d'une algue et permettant son utilisation en écloserie. Si de nombreuses

études ont été consacrées i ces deux derniers (CHRETIENNOT-DINET et gl., 1986}, les données

concernant la taille sont fragmentaires. Or ce critire est important, puisqgue le faible
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diameétre de la dSocuche et de 1l'oesophage des véligéres, qui varie selon 1'dge et 1l'espéce,
empéche 1'ingestion de particules d'un diamétre supérieur & 10um (THORSON, 1950; FRITZ
et 2l., 1984).

Dans le contexts d'une écloserie, la taille des espéces nanoplanctoniques n'est
pas toujours connue de facon précise. En particulier, peu de travaux ont été consacrés
a4 1'étude de 1a distributicon en taille des cellules et a son évolution au cours du temps.
WILSON (1979) n'aborde ce probléme que pendant la phase exponentielle de croissance. Les
données 4'ALFONSO et LEAL (1981) et de LEAL (1983) sont plus précises mais les observa-
tions n'ont &té réalisées qu'en faibles volumes (250 ml), par mensuration au microscope
optique de 120 cellules par échantillon.

Isochrystis galbana Parke, (Prymnesiophyceae), Chaetoceros calecitrans forma
pwnilum (Paulsen) Takano, (Bacillariophyceae) et Tetraselmis suecica (Kylin) Butcher
{Prasinophyceae) sont les trois espéces réguliérement produites dans notre laboratoire
pour alimenter les &levages de larves de bivalves d'intérét commercial : Crassostrea
gigas, Ostrea edulis, Mytilus galloprovencialis (ROBERT et al., 1982). Conformément aux
indications de HELM et MILLICAN (1977), les deux premiéres sont apportées quotidiennement
d8s le premier stade (larve D). Tetraselmis suecica, plus volumineuse, n'est utilisée
que lorsque les véligéres atteignent la taille moyenne de 120um (formes umbonées).

Pour des études d'écophysiologie larvaire, il nous paraissait important de défi-
nir avec précision les modalités d'évolution des trois algues de références afin de stan-
dardiser leur utilisation 3 des fins expérimentales, le facteur nutritionnel ne devant pas
interférer avec les phénoménes biologiques étudiés par ailleurs (action d'un micropolluant
ou action des facteurs physicochimiques du milieu).

Les différentes phases de croissance, dans des volumes de production d'Isachrysis
galbana, de Chaetoceros calcitrans forma pumilum at Tetraselmis suecica, ainsi que las

spectres de tailles correspondants ont donc é€té recherchées.

MATERIELS ET METHODES

Les cellules \

1' I'sochrysis galbam ont

une forme elliptique, un

peu tronquée a la partie

antérieure et arrondie Sum.

postérieurement. Elles
ISOCHRYSIS GALBANA. CHAETOCEROQS TETRASELMIS SUECICA.
vosgeédent deux flagelles CALCITRANS
] . FORMA PUMILUM.
€gaux ou sub-€gaux et un
haptonéme court. ; B .
P ¢ Figure 1 : Représentation schématique des trois algues
51 a T -
( CHRETTENNOT-DINET et fourrages (d'aprés CHRETIENNOT-DINET et al., 1986).
al., 1986) (fig. 1 et 2).
Chaetoceros calciivans forma pumilwm est une espéce induite de culture. Lesg
valves sont elliptiques et les soies sont fines, droites et courtes (CHRETIENNQOT-DINET
et gl., 1986) (fig. 1 et 2). Les cellulesde Tetraselms suecica, sont ovoides st comprimées
latéralement. Leur base est arrondie et ne présente pas de torsion en vue dorsale. Le puits

flagellaire est é€troit, & deux lobes; quatre flagelles de méme longueur ou un peu plus
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court que la cellule y sont insérés (CHRETIENNOT-DINET et al., 1986), (fig. 1 et 2).

Les souches utilisées dans cette étude sont monospécifiques mais non axéni-
ques. L'entretien des cultures est assuré sur Erd-Schreiber (F@YN, 1934). La production
en masse est effectuée selon la technique des volumes croissants (500 ml, 21 et 61)
(FLASSCH, 1978; LAING et HEPPER, 1983). Le milieu de Conway (WALNE, 1966) est utilisé,
auquel on ajoute du métasilicate de sodium dansg le cas des diatomés (LAING, 1979). Un
abaissement de la salinité favorisant la productivité (LAING et UTTING, 138C), 1l'eau de
mer servant 4 la confection des milieux, est d'abord ramenée'é la valeur qe 25%.5 1%,
par adjonction d'eau distillée. ‘\ N f

Les algues sont maintenues en perma-

nence sous une intensité lumineuse de 3 000

lux, en salle climatisée, & la température de
€
20°¢cHC,
Seules les cultures en ballons (61} o
L
g

sont agiteées par bullage d'air comprime,

Tous les deux Jjours, 20 ml de culture

environ sont prélevés stérilement dans chacun
dies ballons et dilués en eau de mer filtrée a
0.2um. Les concentrations cellulaires sont
alors mesurées au compteur de particules, équi-
pé d'un tube a4 orifice de 10Cum d'ouverture.
Rappelons qu'en phase exponentielle, les algues
se divisent dans un temps caractéristique appelé
temps de division. Le développement de la popu-

lation est de la forme

v
NL=N0.eke"ou N, est le nombre de cellules au

tzmps t; , N,y celui au temps t,, kg la constante (:

e

de croissance et t = t . -t,. Pour les cultures
17 %0

A'algues, il est usuel d'utiliser le logarithme ¥

de base 2, ou : k = 3.32. log N1 3

£1.¢t No
(GUTLLARD, 1979).
La aistribution en taille des cellules
est parallélement observée a l'aide d4'un analy-

gseur C 1000 & 100 canaux, muni d'une table tra-

cante. Les représentations graphiques sont
réalisées a l'aiae de deux mesures cumulatives

par &échantillon. Leg volumes, minimum, moyen et

Figure 2 : Clichés phctographiques
maximum <es populations nanoplanctoniques sont (x400) 4'Tsochrysis galbana tA),
calculés par la formule suivante de Chaetoceros calcitrans forma

= A.T.Ky. (BCT + niww ). pumilum {B) et de Tetraselmis suecica
Iga (C) en cultures non renocuvelées.

oS

correspona a2 la valeur de l'atténuateur,

affichée sur le compteur de particules, I est
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celle du courant d'ouverture, Ky est la constante propre & l'appareil, BCT représente
la valeur du seuil bas, ww est la largeur de la fenétre d'analyse et n est le numéro
du canal ol 1'on désire acquérir 1'information. Le C 1000 permet d'obtenir une dis-
tribution en volume. Si 1'on assimile chacune des cellules algales A& une sphére, il
est possible d'extrapoler la distribution en taille au moyen de la formule suivante

D =3\ l§.v. D représente le diamétre et Vv le volume cellulaire.
Il

Pour chaque espéce, six cultures ont été suivies pendant une durée variant
de 40 a 50 jours. Les valeurs obtenues ont permis 1'établissement des courbes de
croissance moyenne.

Pour chaque souche, la distribution en volume de la population était ana-
lysée tous les deux ou trois j&urs. Comme il nous semblait difficile d'établir une
représentation graphique moyenne (peu de signification biologique et perte d'informa-
tion), le spectre de taille présenté, pour chaque espéce, correspond a 1'évolution d°'
une d'entre elles. Néanmoins les phénoménes décrits étaient similaires pour les six
souches.

L'évolution de la salinité dans les ballons a été suivie par la méthode
d'Harvey (STRICKLAND et PARSONS, 1972). Celle du Ph a é&té contrdlée a 1'aide d'un
Ph métre LCD portatif.

RESULTATS
1. Isochrysis galbana
La croeissance moyenne
permet d'observer 1l'existence d' ﬁ

30
une bréve phase de latence, 2

Jjours, une phase exponentielle
de 11 jours et une phase station-
naire trés importante de 36 jours 204

(fig. 3). Si nous nous placons

nombre de cellules.mi-10"

dans 1'hypothése ou les divi-

sions se font a intervalle régu-
lier, donc dans la phase linéaire
de la courbe de croissance expo-

nentielle, temps en Jours.

K =3.32 . log 16 = 0.302 0 . : ' i i
13-2 1.6 0 10 20 30 40 50

Quinze mesures effec-

tuées sur le méme échantillon
Figure 3 : Courbe de croissance moyenne de cultures
d'Isochrysis galbana en ballon de 61 sur milieu de
reproductibilité du spectre quel Conway.

ont permis de noter une bonne

que soit 1'dge de la souche.
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ellulaire a'une méme culture

O

30 4
2n fonction 4u temps permet e
constater qu'il n'y a pas de
changement notable au volume 01 //‘i\

noyen de la population algale

ISCCHRYSIS GALBANA.

pendant les dix premiers jours,

&

h

denshie oy,
s

s

23t & dire penaant la phase
axponentielles de croissance
(fig. 4). La distribution est

unimodale, peu étendue, assimi-

lable 4 une courbe de Gauss. 3
Q 20 40 30 30 Nei] 129 40
aalgré une légére dissymétris. vatume aslapacuiation en ym’
B . . Figure 4 : Evolution de la distribution du volume cellu-
Le volume nminimum est de R

i

laire d'une population d'lsochrysis galbana dans le temps.
3 T
o

15um® (D =3um), le volume g représente le jour de 1l'ensemencement de la culture,
L ;3 correspond au 3Jéme jour de la culture, J7 au 7éme
mcyen est de 40pm’ (D=4.2um) . . . , N
Y - H H jour). Dilution 1,/100é&me.
2t le volume maximum de 100um’

(D=5.8ym).

A partir du quatorziéme jour, (phase stationnaire), on observe un léger décalage
du spectre vers les valeurs supérieures qui correspond & une augmentation du volume cel-
lulaire. Ce phénoméne s'accentue au cours du temps. De méme la courbe de distribution
stale. Ainsi apreés quarante cing jours de culture, le volume minimum est de 25pm?

(oa3.6um), le volume moyen de 35pm’ (Dx5.5um) et le volume maximum de 185um’ (D~um),

Parallslement la 3alinité du milieu augmente dans les ballons. Ainsi au septizme,
gt et unidme et guarante cinquiéme jour, celle ci est respectivement

n
édgale a 26%s, 29%., 30%. =t 39,3%.. Le Ph, quant & lui, reste stable, 8.50 & 2.80.

2. Chaemeeros calciirans forma pumilum
Tt ; 304 -
IT n'existe pas de ]
phase de latence (fig. 3). z
w
On observe une phase expo- 2 .
3
nentielle d'une durée de onze 204 9 \\
A . . -13) N
jours, une phase stationnai- 3
. . ) 3
re de 7ingt jours, une phase =
/
de décroissance rapide. 10 /
4
Le nombre de divisions par /
/
sour & = 3.32.log 20 = 0.393. /
11-0 1 temps an jours.
0 T T T T —r—
b ] 20 30 40 50
Figure 3 : Courbe de croissance moyenne de cultures 2ze

Chaetoceros caleitrans forma pumilwn &n ballon ae 51 sur
milieu de Conway.
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Une bonne reproduc-
£tipilité du spectre a &té
observée chez cette espéce

quel que soit 1'age de la

culture. .

- CHAETOCERCS CALCITRANS

Il n'y a pas de : forma PUMILUM,
changement notable de la dis~ {3}
N\_]:“\
tribution en phase exponen- /\////.«~m~\§§\
: iy e
tielle ou stationnaire S
3 Py )

(fig. 6). La distribution, A e~

N —
&dtendue, est unimoadale. Le \\CZZ::::::::::: Iy —\;>§§=h§;3¥255§§~9
volume minimum est de 3Sum’ 5 T " :

1 20

30 3 40 30
volumae de la coouiation en um.

(D=2.1um), le volume moyen de

23um’® (D=~3.5um) et le volume

Figure 6 : Evolution de la distribution du volume cel-
lulaire d'une population de Chaetoceros calcitrans
forma pwnmilwn dans le temps. (Jx représente le Xéme
jour de culture). Dilution 1/100&me.

maximum de 70um’ (D=~5.1lum).

3. Tetraselmis
suectiea

I1 existe une phase
de latence bien marquée de
trois jours, une phase expo-
nentielle de treize jours et
une phase stationnaire en dents de scie de vingt trois jours (fig. 6). La phase de
décroissance n'est pas atteinte aprés trente neuf jours de culture. Le taux journalier

de division K= 3.32. log 26 = 0.236
16-3 3.1

Quinze mesures réalisées sur le méme échantillon ont permis de congtater une
non reproductibilité du spectre. La distribution est identique au cours des cing premié-
res mesures, une augmentation du volume cellulaire lors des cing lectures suivantes puis
ane diminution lors des cing derniéres sont observées. Le phénoméne a été également
constaté sur des échantillons formolés ou fixés au lugol. La salinité de 1l'eau de dilu-
tion n'intervient pas. Seules les deux premidres mesures ont donc été prises en compte.

Il n'y a pas de changement notable de la distribution pendant les dix huit pre-
miers jours, excepté au quatorziéme, ou le volume cellulaire moyen diminue légérement
(fig. 7). La distribution est unimodale et peu &tendue. Le volume minimum est de 100um’
{Da5.8m), le volume moyen de 240um’ (D=7.8um) et le volume maximum de 550um’ (D=10.15um).

Au deld du dix huitiéme jour, le mode se déplace progressivement vers les
grandes tailles; il y a donc augmentation du volume cellulaire en phase stationnaire.

Aingi, aprés quaranic deux jours de culture, le volume minimum est de 200wum’ (D=7.26um),
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e 7volume moven de 330um’ (D=G um)

2t le volume maximum ae 390Cum’

(D=x2um). Paralldlement la sali-
nité augmente dans les cultures. i 5
Ainsi au septiéme, 2
3
quatorzidme, vingt auitizme et 04 3
: /\/\/\-/\——
quarante deuxiéme jour, celle E
04 2 /
ci est respectivement Sgals &
28,3%., 29.3%., 373%. et 42,37%,. "
temps 2n jours.
DISCUSSION 0 r . . \
] ) ) 0 10 20 30 10 5
Une bonne croissance °
-1 Ta 7 2 T Ay
a'isochrysts gaioana est obtenue
et la phasge stationnaire est . figure 7 : Courbe de croissance moyenns de cultures
. . . de Tetraselimis suecica en ballon de 61 sur milisu ae
atteinte en treize Jjours avec
Conway.
une densité cellulaire moyenne
de 1.6 . 107 cellules. ml !. )
Des valeurs voisines sont rap-
sortées dans la littératur
304

(WALNE, 1966; FLASSCH, 1973;
1978; WILSON,
1273; BAYNES et 7., 1979).

LE BCRGNE etal.,

TETRASELMIS SUECICA.

[}

forte densité cellulaire

r
»
k)
het
{9
w
i)
o)
H

€
nctée est de 2.3 . 107 cellules .
ml ', valeur proche de celle

ie Adifférents autesurs (KAIN =%

TCGG, 19585 WISELY =t PURDAY,
Par contre, le nombre de

isions celiulaires par jour

volume de (a sopuiation en pm’.

n'est que de 0.302, alors que

KAIN et FOGG (1958) signalent

) o . Figure 83 Evolution de la distribution du volume

ies valeurs de 0.36 a 0.79. . , . . P :
cellulaire d'une population de Tetraseimis suectca

La phase exponentielle observés dans le temps. (Jg représente le jour de ~'ansemen-

L. . R . cement de la culture, Jx correspond au Xéme jour de
ici est relativement longue, les L - : PR
culture.. Dilution 1/20&éme.

volumes cellulaires minimum ez

0

noyen étant du méme ordre Jue

ceux présentés par WILSON

(1973). Par contre, la taille maximum de 5um st supérieure & celle qui est rapportée
par cet auteur (5um). Une augmentation progressive du volume cellulaire est rotde en

phase gtationnaire (passage & 3.5um pour la taille mcoyenne l& quarante cingui

1
[{%
2]
Y

[
(o]
[
b

de culture). Les val=au tées dans la littérature, 5.3ym (DAVIS et GUILLARD,

rs T
(1953), S-bum (BAYNE, 1963), 4.3um (WALNE, 1970) sont tres voisines. Il est vraisemblablie




qu'elles correspondent é&galement & des observations effectuées pendant cette méme
shase stationnaire. Une bonne croissance de Chaetozeros calcitrans forma pumilum st
obtenue; la densitd cellulaire est de 2 . 107 celiules . ml™! au bout de onze jours.
Toutefois de meilleurs résultats sont signalés par LAING (1979), 2.5 ~3 . 107 cellu-
les par ml~ ! en quatre jours. Ceux-ci ont &t& obtenus par insufflation de 1% de (02

et par abaissement de la salinité des milieux de culture & 15%,. Des valeurs aussi
dlevées ont cependant &té obtenues quand 1l'inoculum servant 3 ensemencer les ballons
de 61 avaient poussé sur milieu 4'Erd-Schreiber et non sur milieu de Conway.

Pendant les différentes phases de croissance, le mode de la distribution
est stable. Il se situe & 3.5pm, valeur voisine des 3um rapportée par ENRIGHT et al .,
(1986), mais différente de celle de WALNE (1970) : 4.8um.

Une bonne croiagsance est également obtenue chez Tetraselmis suecica . La
chase stationnaire est atteinte en seize jours avec des concentrations cellulaires de
2.6 . 10% cellules.ml !. L'aspect en dents de scie observé en phase stationnaire s'
explique probablement par la tendance de 1l'algue a adhérer fortement aux parois des
ballons, ce qui engendre deg difficultés de prélévements homogénes avant lecture.

Des densités cellulaires du méme ordre sont signalées dans la littérature (FLASSCH,
1978; LE BORGNE, 1978; EPIFANIO, 1979). Le spectre de répartition en taille des cellu-
les est stabie jusqu'au début de la phase stationnaire; le diamétre est compris

entre 6 et 10um avec une valeur modale de 3um; puis il augmente progressivement comme
chez Isochrysis galbana. Les valeurs notées sont comparables 24 celles que rapporte
WALNE {1970), diamétre égal & 8.6un. Par contre, celles de LE BORGNE et al., (1978), l4um,
semblent surestimées.

Isochrysis galbana et Tetraselmis suecica présentent une augmentation non né-
gligeable de leur volume cellulaire en fin de phase de croissance algale. Comme toute
cellule végétale libre, les flagellés se divisent par bipartition et augmentent de
volume avant la phase de 3cigsiparité. Il n'est donc pas surprenant, gu'en phase sta-
tionnaire au cours de laquelle la division cellulaire est ralentie, les cellules alga-
les soient plus volumineuses. A l'inverse, le volume cellulaire ae Chaetoceros
calecitrans forma pumilumreste constant. Comme toutes les diatomés, elle posséde un
frustule qui constitue un exosquelette réduisant les variations du volume cellulaire.
LAING (1985) constate néanmoins que la taille des cellules de cette Bacillariophyceae
augmente lorsque la concentration en silice diminue. Plus le milieu est riche en cet
21ément plus la taille des cellules est petite. Dans nos conditions expérimentales
le métasilicate de sodium est en excés ce qui 3e traduit par la présence d'un important
précipité au fond des ballons. Ce sel n'étant pas limitant, les phénoménes décrits
par cet auteur n'ont pas été retrcuvés.

Nos résultats sont par contre en opposition avec ceux d'ALFONSO et LEAL,
(1981) et LEAL (1983) qui considérent que le volume cellulaire maximum est atteint
en fin de phase exponentielle. Rappelons que leurs observations ont été réalisées, en
faible volume, au microscope optique, sur des échantillons de 120 cellules seulement.

La distribution du volume cellulaire effectuée au C 1000 concerne 10* & 105 cellules.
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L'augmentation 4au volume cellulaire observée chez les flagellds compense large-—
ment 1e phénoméne d4'osmeorégulaticn gui aurait did se traduire, au contraire, par une dimi-
nution de la taillz 4des organismes. En effet, une augmentation de la salinité en fonction
de 1'dge des cultures a &té notde (&vaporation).

L'augmentation du volume cellulaire des algues, liée au ralentissement des
divisions, peut éctre indirectement due & la limitation de la croissance par certains
2léments dpuisement a'un ou plusieurs nutrilites.

AU cours de la phase stationnaire o0 1'on note un accroissement de la taille
des flagellés, EPIFANIC (1979) met en évidence une modification de la composition biochi-
migue des algzues fourrages.

On sait gue la microflore bactérisnne associée augmente avec 1'dge aes cultures

PRIEZUR et LZROUX, 1973) et gue, lorsque l1& niveau bactérien aevient &trop 2levé, des mor-
calités affectent les 2levages larvaires (CALABRESE et DAVIS, 1970). Ceci explique les

résultats généralement plus satisfaisants que

1'on obtient en

écloserie de divalves

lorsque des cultures en phase sxponentielle sont employées. L'utilisation des algues en
phase linéaire de croissance est donc intéressante 3 dcuble titre stabilité des tailles
et présence réduite de bactéries.

Afin de répondre aux objectifs définis antérieurement le schéma d'utilisation
de ces trois algues dans notre laboratcoire est le suivant emploi des cultures aprés une
semaine de croissance en ballon et rencuvellement des souchkes tous les quatre jours. Cn
se trouve donc toujours en phase exponentielle pendant laguelle la taille des cellule
st stable chez les trois espeéces.
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