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RESUME Une culture continue d’Alexandrium tamarense, limitante en NO3, a été réalisée
avec une agitation douce du milieu, obtenue par une aération et la révolution
lente d’un barreau aimanté. Les concentrations intracellulaires des nutriments
NOj; +NOj et PO}~ et le volume du dinoflagellé ont été mesurés 2 des taux de
dilution variant entre 0,05 et 0,37 d-!. Les résultats montrent une relation positive
entre le volume cellulaire et le taux de dilution. Le volume du dinoflagellé passe
de 11500 2 31000 wm?. Les analyses indiquent également une interdépendance
étroite du volume cellulaire et de son contenu en NOz +NO;. Les quotas
cellulaires en nutriments azotés augmentent avec la taille des cellules, de 0,09
a 1,1 pmol cell!. La relation positive qui existe entre le volume cellulaire, la
concentration intracellulaire en NO3 +NO; et le taux de dilution est discutée
en fonction de la prolifération du dinoflagellé dans son environnement naturel.

ABSTRACT Variations in volume and nutrient (N and P) content of the
dinoflagellate Alexandrium tamarense in N-limited continuous
culture.

N-limited continuous growth of the dinoflagellate Alexandrium tamarense was
performed by applying soft mixing conditions to the culture medium by means of
air bubbling and slow rotation of a stirring bar. The cellular nitrate + nitrite and
phosphate content and cell volume of Alexandrium tamarense were measured
at different dilution rates from 0.05 to 0.37 d!. Cell volume varied from
11500 to 31000 wm? between these extremes, indicating a significant positive
correlation between cell volume and dilution rate. The analyses also reveal a
strong interdependence of cell size and NO; +NOj3 cellular content, the latter
increasing from 0.09 to 1.1 pmol cell”! with increases in cell size. The positive
relationship between cell size, NO3 +NO; cell content and dilution rate is
discussed in terms of the implication of such parameters in the proliferation of
this dinoflagellate in a natural environment.

Oceanologica Acta, 1997, 20, 4, 639-643.

INTRODUCTION sont toutefois contradictoires et témoignent des conditions
expérimentales différentes (Gartia-Martin et Casais-Laino,

.. . . 1991). Ainsi, les auteurs notent soit une augmentation, soit
Des variations importantes du volume cellulaire

d’Alexandrium sp. ont été observées au cours de son cycle peu de variations du volume cellulaire avec I'dge de la
vital en culture confinée et in situ (Loeblich et Loeblich, culture (Prakash, 1967; Prakash er al., 1973 ; White, 1978 ;

1975). Les résultats obtenus dans la littérature sur ce sujet Watras ez al., 1982). D’autres, au contraire, observent une
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diminution du volume d’Alexandrium avec la baisse du
taux de croissance (Boyer et al, 1987; Boczar etal,
1988).

Par ailleurs, une relation a été établie entre la taille des
cellules et leur niveau de toxicité: les cellules les plus
volumineuses étant les plus toxiques (Kodama et al., 1982).
Cette étude souligne I'importance du parametre volume
cellulaire dans la fagon d’exprimer le degré de toxicité
d’Alexandrium et pour estimer l'influence des facteurs
environnementaux sur la biosynthése des neurotoxines. En
culture confinée par les NO3, la concentration cellulaire
des neurotoxines augmente durant la croissance et cette
valeur s’accroit plus rapidement lorsqu’elle est exprimée
par unité cellulaire que par volume cellulaire (Boyer ef al.,
1987; Anderson et al., 1990a). Le parameétre volume peut
ainsi contribuer pour prés de 50 % du niveau de toxicité
de l'algue. En milieu limité par les POfri—, le volume
d’Alexandrium varie peu (Anderson et al., 1990a) et les
fluctuations de toxicité exprimées en fonction du volume
et de la croissance ont des valeurs comparables.

L’effet synergique de NO3 et de w sur la synthése des
neurotoxines d’Alexandrium sp. a été confirmé en culture
semi-continue limitante en nitrates, par une augmentation
de la toxicité cellulaire avec le taux de dilution, ce dernier
étant assimilable, dans ce travail, au taux de croissance
(Anderson et al., 1990b). Toutefois, ces observations ne
tiennent pas compte des variations du volume cellulaire et,
probablement & cause de la difficulté pour Alexandrium de
croitre en milieu fortement agité, on connait peu les effets
véritables du taux de dilution sur le volume et les quotas in-
tracellulaires en nutriments de ce dinoflagellé. L’ inhibition
de la croissance résultant d’une agitation vigoureuse
et constante du milieu rend pratiquement impossible
I’opération d’une culture continue d’Alexandrium (An-
derson et al., 1990a). L’emploi d’un procédé d’agitation
combinant bullage et révolution lente d’un barreau aimanté,
nous permet de décrire dans ce travail les variations
du volume cellulaire d’Alexandrium tamarense et de ses
réserves en NO; +NO3 en relation avec le taux de dilution
d’une culture limitée par les nitrates.

MATERIEL ET METHODES

Souche d’algue

L’algue utilisée pour cette étude est le dinoflagellé
marin Alexandrium tamarense, autrefois nommé Gonyaulax
tamarensis. La souche axénique (GT 429) provient de la
collection du Bigelow Laboratory for Oceans Sciences
(West Booth Bay Harbor, Maine, USA). L’algue est
maintenue en culture statique avec le milieu enrichi /2, de
Guillard et Ryther (1962).

Culture continue

Le montage du systétme comporte une réserve de milieu
reliée 4 une chambre de culture d’une capacité de
41 contenant 3,51 de culture. Une pompe péristaltique
de faible débit (Gilson, Minipuls 2) installée entre la

nourrice &t la chambre de culture, permet de fixer avec
précision le taux de dilution (D). Le surplus de la
culture se déverse par un trop-plein, vers un récipient
de récolte, grice a la pression positive résultant de
I’aération de la culture. On sait qu’en culture continue,
I’agitation du milieu est nécessaire pour assurer une
diffusion rapide des nutriments et un rejet uniforme des
cellules produites. L’homogénéisation de notre culture a
donc été réalisée en considérant le fait que cette espéce
prolifere mieux dans un milieu agité par aération que
par révolution rapide d’un barreau (Siegelman et Kycia,
1979; Siegelman et Levandowski, 1985; observations
personnelles). Conséquemment, 1’agitation du milieu de
culture fut assurée par I'action combinée d’un bullage
a Pair stérile (440 ml min™'), distribuée vers quatre
diffuseurs, et la révolution lente (60 rpm) d’un barreau
aimanté de 5cm de longueur sur 1 cm de diameétre.
La dispersion uniforme des cellules a été vérifiée en
échantillonnant au hasard une culture d’Alexandrium d’une
densité de 47 x 10° cell. I, L’écart-type des observations
(n=8) s’est avéré inférieur a 5 %.

Py

La culture continue était maintenue & une température
constante de 17 °C et exposée a une intensité d’éclairement
de 150 wmol photon m2 s, assurée par des tubes
fluorescents « cool-white », avec une photopériode de
14h/10h. Les prélevements dans la chambre de culture
avaient lieu 2 heure fixe, soit huit heures apreés le début de la
phase éclairée. La culture est demeurée dans des conditions
axéniques en stérilisant le milieu nourricier a I’autoclave.
Le milieu limité par les NO3 a été préparé avec I'eau
de D’estuaire du Saint-Laurent contenant 49,1 wmol 1! de
NO; +NO;, alaquelle étaient ajoutés les autres nutriments
(a I’exception des silicates) aux concentrations du milieu
f/2. Le taux de croissance népérien (p.) est calculé en
appliquant la formule ;

e =In(Na2/N)/(-t))+D, ot N et N représentent les
nombres de cellules aux temps t; et t; respectivement.
Le taux de dilution (D) exprime, en d~!, le rapport entre
le débit journalier du milieu nourricier et le volume de la
culture. Une concentration cellulaire initiale de 13 x 10°
cell. I'! a d’abord été obtenue en milieu enrichi. Quinze
jours avant le début de I’expérience, le milieu /2 fut
€liminé par un apport constant de milieu limitant en NO3
au taux de dilution moyen de 0,75 d”!. Le comportement
d’Alexandrium a été observé aux taux de dilution de 0,05,
0,11, 0,15, 0,19, 0,31 et 0,37 d”' correspondant i des
expositions respectives du dinoflagellé de 15, 10, 5, 8, 6 et
5 jours. Les échantillons ont été prélevés i la fin de chacune
de ces périodes dont 1a durée est exprimée dans le tableau 1
en nombre de générations/jour (Nb générations = pL/Inj).

Mesures cellulaires et analyse des nutriments

Le dénombrement des cellules était effectué i cing reprises
sur une lame a puits de type Palmer-Maloney. Le volume
cellulaire était calculé A partir de la valeur moyenne des
diametres mesurés sur plus de 60 cellules, en assimilant les
cellules a des sphéres de diametre équivalent. L’extraction
des NO; + NO; était effectuée selon le protocole Q-1

640



ALEXANDRIUM TAMARENSE EN CULTURE CONTINUE

de Thoresen er al. (1982) avec quelques modifications.
Des volumes variant de 50 & 100 ml de culture étaient
filtrés sur filtre GF/C (25 mm) sous un vide inférieur
a 67 hPa. Le filtrat était conservé pour I’analyse des
nutriments du milieu de culture. Le filtre et les cellules
étaient rincés avec une solution isotonique de NaCl
(suprapur, Merck, Co. Darmstadt, Allemagne) et plongés
dans 5 ml d’eau déionisée bouillante. Les échantillons
étaient congelés a —20 °C jusqu’au moment de leur analyse,
Les nutriments (NO3 +NOj et PO3™) intracellulaires, du
milieu de culture et du milieu nourricier furent analysés
sur I’appareil Technicon Autoanalyser Il selon le protocole
décrit par Strickland et Parsons (1972). Les analyses étaient
dupliquées et la variation analytique des réplicats s’est
avérée en moyenne inférieure a 15 %.

RESULTATS

Le volume d’Alexandrium tamarense et son contenu
cellulaire en NO3 +NO; et PO3~ sont présentés dans
le tableau 1.

La durée d’exposition aux divers taux de dilution est
généralement supérieure a une génération. Dans plusieurs
cas, le taux de croissance népérien () se rapproche
des valeurs de D, signifiant ainsi un certain équilibre
de croissance de la culture. Par contre, la densité
cellulaire diminue rapidement avec ’augmentation de D
et la baisse du rapport p./D (0,23/0,37), observée aprés
2,6 générations, indique que la culture a déja atteint son
taux de croissance maximal au taux de dilution de 0,37 d~!.
Dans ces conditions, les pertes cellulaires pourraient
conduire a I’extinction de la culture. D’autres auteurs ont
obtenu avec A. fundyense, en culture semi-continue limitée
en azote, un L. pouvant atteindre 0,38 d™!' (Anderson et al.,
1990a, 1990b). Le tableau 1 montre également de fortes
coricentrations résiduelles en NO3 du milieu de culture
aux taux de dilution supérieurs a 0,3 d°!.

Les concentrations cellulaires en NO3 + NO, augmentent
substantiellement avec la hausse du taux de dilution, mais
I'effet de D se révele davantage lorsque les réserves

Tableau 1

en NO3 +NO; d’Alexandrium sont exprimées par unité
cellulaire plutdét qu’en volume (tableau 1). La teneur
cellulaire de ces nutriments aux taux de dilution élevés
(D=0,31 et 0,37) est de I'ordre de celle observée durant
la croissance exponentielle de cette espéce en culture
confinée, soit environ 0,7 pmol cell.”! (Thoresen et al.,
1982). Par ailleurs, les concentrations intracellulaires du
nutriment non limitant PO}~ ne semblent pas étre affectées
par la hausse de D.

La figure | montre selon un modele de régression
simple, une relation significative (r=0,982, P (0,02)
entre le volume cellulaire moyen d’A. tamarense (nombre
total d’observations=395) et le taux de dilution de la
culture limitée par les nitrates. L’augmentation du volume
cellulaire est important : il varie entre 11500 et 31000 wm?3
pour un accroissement de D de 0,05 a 037d'. Ce
résultat nous ameéne i établir une autre relation significative
(r=0,97) entre le contenu cellulaire du nutriment limitant
NOj; et le volume moyen d’A. tamarense durant sa
croissance en culture continue (fig. 2).

DISCUSSION

Nos observations montrent une interdépendance évidente
du volume d’A. ramarense avec son contenu en
NO; +NO; . Les relations entre ces deux paramétres
ont été étudides surtout en regard des différences
interspécifiques qui existent chez les micro-algues de
diverses tailles. Dans ce contexte de recherche écologique,
il semble généralement admis que la composition chimique
et les quotas de subsistance en nutriments varient en
relation avec le volume cellulaire de ’espéce (Shuter,
1978 ; Moal et al., 1987). L’étude de ces parameétres et
de leur corrélation au moyen de cultures monospécifiques
limitées par les nitrates est rare, particulierement chez
les dinoflagellés, mais les résultats obtenus avec d’autres
classes de micro-algues semblent appuyer nos observations.
Ainsi, la diatomée Thalassiosira pseudonana, en culture
continue limitante en NOj, affiche ses plus grands volumes
et réserves cellulaires en N et C aux forts taux de dilution

Concentrations intracellulaires et extracellulaires des nutriments NOJ +NOj et PO3~ d’une culture continue limitante en nitrate d’Alexandrium

tamarense opérant A divers taux de dilution.

Cellular and extracellular concentrations of NO3 + NO3 and PO~ nutrients in N-limited continuous culture of Alexandrium tamarense

at different dilution rates.

D(@') Nb.de pe  CelI'  NOF +NO; POZ™ cellulaire NOZ +NO; PO3~
cellulaire
Générations (4 (10°%)
pmol cell”! mmol I''  pmol cell! mmol I'! milien  pmol It miliew  gmol 11

0,05 0,65 0,05 22,20 0,09 7,80 10,10 878,70 1,60 40,20
0,11 1,60 0,08 5,11 0,20 17,00 12,60 1073,00 - 36,90
0,15 L10 0,15 4,06 0,35 19,00 10,70 623,62 0,58 -

0,19 2,10 0,15 2,31 0,40 22,23 9,41 522,93 6,30 75,15
0,31 2,60 0,32 1,09 0,63 23,90 13,65 543,42 27,52 91,23
0,37 2,60 0,23 0,42 1,10 35,40 21,80 701,80 34,90 93,00
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Figure 1

Droite de régression linéaire montrant la relation entre le volume
cellulaire d’Alexandrium tamarense et le taux de dilution de la culture
continue limitante en NOJ . Les lignes verticales indiquent I'écart-
type de la moyenne des observations (n>60).

Regression line showing the relationship between cell volume of
Alexandrium tamarense and dilution rate of N-limited continuous
culture. Vertical bars indicate means £ SD (n > 60).
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Figure 2

Droite de régression linéaire montrant la relation entre le volume
cellulaire d’Alexandrium tamarense évoluant en culture continue
limitante en NOj , et son contenu cellulaire en NOy +NO, .

Regression line showing the relationship between cell volume of
Alexandrium tamarense in N-limited continuous culture and its
NO3 + NOj cellular content.

(Eppley et Renger, 1974). Par ailleurs, la relation entre
le volume et les concentrations cellulaires en NO3 se
révele chez la diatomée Phaeodactylum tricornutum en
culture a dialyse exposée 2 un milieu naturel, par une
baisse graduelle de volume cellulaire au fur et & mesure
de I’épuisement des NO3 +NO; du milieu de culture et
de la baisse de w (Marsot ef al., 1992). Dans la mesure
ot il existe une relation entre volume cellulaire et toxicité
d’Alexandrium (Kodama et al., 1982), les fortes variations
du volume enregistrées en limitation de NO; (prés du

triple ; fig.” 1), soulignent I’importance de ce paramétre dans
I’expression de la toxicité du dinoflagellé.

Nous pouvons également déduire de ces données une
relation entre le volume et l’activité de croissance de
I’algue pour autant qu’il existe un certain équilibre entre
pe et D (tableau 1) et que le dinoflagellé maintienne
un mode de reproduction végétative. La reproduction
sexuée d’Alexandrium semble plutdt improbable sous nos
conditions et ce, pour les raisons suivantes: premi¢rement,
le faible pourcentage de cellules de volume supérieur a
42 wm?, témoignant chez cette espéce de la présence de
planoméiocytes et de planozygotes (Anderson et al., 1983).
On observe en effet, aux taux de dilution de 0,05, 0,11, 0,15
et 0,19 d7! moins de 1 % de cellules supérieures a 42 pum3.
Ce pourcentage augmente a 8 et 9 % aux plus forts taux de
dilution (0,31 et 0,37 d™'). De plus, la transformation des
cellules végétatives en gamétes fusionnées, incapables de se
diviser (planozygotes), ne pourrait soutenir une croissance
continue de 1’algue sur plusieurs générations. Par ailleurs,
les conditions d’une culture semi-continue limitante en
NOj3 ne semblent pas provoquer la reproduction sexuée
d’Alexandrium fundyense (Anderson et al., 1990a, 1990b).
En culture confinée non limitante, on retrouve une
relation inverse, entre les parameétres volume et croissance
cellulaire, chez plusicurs espéces de micro-algues (Banse,
1982; Admiraal ef al., 1986; Thompson etal., 1991)
et plus spécifiquement chez Alexandrium (Watras et al.,
1982). L’ensemble de ces résultats nous ameéne donc
a conclure que les relations positives entre les trois
parametres: volume, réserves cellulaires en NO3 +NO3
et taux de croissance (figs. 1, 2) sont surtout observables
en milieu ouvert (culture continue) et ce, pour la raison
principale que les activités métaboliques de I'algue (.,
quota de subsistance, etc.) sont déterminées par le taux
d’approvisionnement du nutriment limitant, ¢’est-a-dire le
taux de dilution (Droop, 1983). La relation entre w et quota
cellulaire d’un nutriment limitant a été¢ démontrée chez
plusieurs autres espéces phytoplanctoniques notamment
la chrysophycée Paviova lutheri envers la vitamine BI2
(Droop, 1968) et le nitrate (Caperon et Meyer, 1972) et
la diatomée Thalassiosira pseudonana envers le silicium
(Paasche, 1973).

Les observations en culture continue permettent, dans
une certaine mesure, de rapprocher le comportement du
dinoflagellé et les conditions parfois limitantes du milieu
naturel. On sait que la culture continue, en tant que systéme
ouvert, s’apparente davantage aux conditions naturelles que
la culture confinée (Rhee, 1980) et que le facteur débit
d’eaux limitantes en NOj s’applique également & un milieu
estuarien ou cotier. Plusieurs études suggérent en effet, que
I’apparition de marées rouges est souvent associée au flux
continu, relativement faible, d’un milieu enrichi en NOJ
atteignant les zones de concentrations phytoplanctoniques
épuisées en nitrates (Holmes et al., 1967 ; Rensel, 1993).
Le nutriment NOJ constituerait donc le principal élément
limitant la formation d’eaux rouges. Cet apport de milieu
nourricier permet d’alimenter directement les zones de
prolifération phytoplanctoniques ou d’enrichir les régions
plus profondes (>10 m) fréquentées par les dinoflagellés
au cours de leur migration nocturne (Harrison, 1976).
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