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INFLUENCE D'INTENSITfiS LUMINEUSES
VARICES SUR LA CROISSANCE, LE TITRE

EN CHLOROPHYLLE ET LE POUVOIR
PHOTOSYNTH^TIQUE D'UNE ALGUE

UNICELLULAIRE

PAR

Verena UEHLINGER et Fernand CHODAT

Introduction.

L'Algue etudiee est le Diplosphaera Chodati Bialosuknia,
soit le n° 50 de l'Algotheque de Geneve, dont nous avons
rappele les particularites biologiques dans une note prece-
dente [1]. Les experiences que nous relatons ici ont ete faites

en vue d'etablir les conditions optimales d'une culture intensive
de cet organisme. Quelques-unes de ses proprietes physiolo-
giques nous etaient deja connues, en particulier ses exigences
en gaz carbonique [1]. II fallait encore mesurer 1'efTet d'inten-
sites lumineuses variees sur la croissance et l'assimilation
chlorophyllienne de cette Chlorococcale.

Les conditions generales de culture, en milieu liquide aere
et agite, sont Celles decrites dans un precedent article [2]. Les

conditions particulieres oil se sont deroulees nos experiences
sont les suivantes: la solution nutritive est celle de Detmer,
diluee au tiers et demunie de carbone organique. Le nitrate y
est present sous forme de son sei calcique. Le pH initial du
milieu de culture est de 6,7. 1500 ml de cette solution rem-
plissent ä moitie les flacons de 3 litres de contenance. L'aeration
est faite par de l'air du laboratoire, sans surcharge artificielle
de C02, insullle ä raison de 250 ml/minute. L'agitation de la
suspension d'Algues se fait par une baguette de verre, courbee
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en demi-boucle et tournant ä raison de 200 tours/minute. Les

divers flacons ont ete exposes ä des intensites lumineuses de:

6000, 4000, 3000, 2000, 1000 et 500 lux. Nous avons adopte,

pour realiser ces eclairements, les dispositifs decrits dans le

travail rappele sous le chiffre [2], L'emploi d'ecrans de gaze
blanche, installes entre les tubes ä fluorescence Philips et le

fond des flacons de culture, permet un reglage fin de l'intensite
lumineuse Offerte.

La quantite et la qualite de l'inoculum doivent etre aussi

egales que possible d'un essai ä l'autre. Voici le mode operatoirc
scrupuleusement observe en vue de donner un maximum de

reproductibilite aux experiences: ä partir d'une culture de

l'Algue sur milieu agarise, on inocule 60 ml de la solution
minerale de Detmer diluee au tiers. Ce flacon est mis en

culture, sans aeration ni agitation, durant 10 jours ä la temperature

de 20°. La suspension d'Algues est alors denombree,
puis amenee (emploi de la cellule Zeiss-Thomas) ä la concentration

de 3.500 cellules par millimetre cube. 10 ml de cette
derniere suspension sont alors verses dans le flacon de culture
dont la teneur initiale devient alors de 25 cellules par millimetre
cube.

Mesures de la croissance.

La croissance fut appreciee par le denombrement periodique
des cellules presentes dans 1 mm3 de la suspension d'Algues
dans le liquide de culture. Le denombrement se fait ä l'aide
d'un hemacytometre Zeiss-Thomas. Le rendement optimal de

cette operation (maximum de precision realisable pour une duree

fixe dc comptage) a ete etudie et fera l'objet d'une prochaine
publication de caractere statistique. L'echantillon destine au
denombrement est preleve dans le fluide mobile et homogene
du milieu de culture. Le volume minime de l'echantillon est

pratiquement sans influence sur revolution de la culture.
Les valeurs de multiplication cellulaire, notees lors des

divers prelevements, sauf celui effectue au 39e jour, sont infe-
rieures aux valeurs de croissance reelles. Nous avons dit
ailleurs [2] que dans les conditions experimentales choisies,

l'Algue n° 50 manifeste des mouvements phototactiques
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positifs ou negatifs selon l'intensite lumineuse qui l'atteint.
Ces mouvements conduisent les cellules, une partie d'entre
elles tout au moins, vers le fond du vase auquel elles adherent

(phototactisme positif) ou vers la paroi circulaire du flacon,

juste au-dessus de la surface du liquide de culture
(phototactisme negatif); ä ce niveau, les cellules adherent aussi et

forment, hors du liquide, un anneau vert d'importance variable.
Ces deux sortes de mouvement s'accomplissent malgre celui

communique aux cellules par l'agitation donnee au liquide de

culture. Les Algues du tapis et Celles de l'anneau sont done

soustraites, en raison de leur situation, au denombrement qui
ne concerne que la partie mobile du milieu de culture. II y a

certes un retour ä la suspension mobile, d'elements cellulaires

Table I.

Croissances mesurees dans les flacons difleremment cclaires
et exprimees par le nombre de cellules au nun3.

Age
Lux:

en
jours 500 1000 2000 3000 4000 6000 10.000

0 25 25 25 25 25 25 25
4 100 100 350 600 400 400 —
5 100 270 370 700 800 2.000 2.800
6 4.100 —
7 200 800 2.600 3.400 3.100 8.400 4.000
9 6.000

10 1.300 1.500 5.000 5.000 7.000 16.000 —
11 10.400
12 1.200 3.600 4.200 4.000 7.400 20.500 —
14 2.400 4.400 6.200 8.300 16.600 24.500 —
15 14.300
17 4.400 4.000 8.200 16.200 23.600 27.200 —
19 15.000
25 2.300 4.900 12.600 30.000 30.000 31.200 —
31 — — — — — — 20.000
33 5.000 8.900 22.000 40.000 32.600 46.500 —
31 40.800
39 28.000 35.000 57.000 70.000 65.000 53.000 40.800

Remarque: Les valeurs du 39e jour indiquent le nombre total des
cellules, Celles des depots y compris; les autres valeurs
correspondent au nombre de cellules dans le liquide mobile.
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qui se sont detaches soit de l'anneau, soit du tapis. Une agitation

plus efficace eliminera cette anomalie biologique qui tend
ä fausser l'appreciation du pouvoir de multiplication des

Algues. Les chiffres qui suivent expriment done plus un rythme
de croissance qu'une valeur absolue de cette derni&re. Le dernier
prelevement d'echantillon est precede d'un raclage des parois
du flacon et d'une vigoureuse redispersion des cellules dans le

liquide de culture. Get artifice permet alors d'evaluer le nombre
total des cellules fornixes ä ce moment.

Expression graphique des valeurs consignees ä la table I.

On distingue sur la figure 1 trois groupes de courbes qui
traduisent les reactions de croissance de l'Algue 50 exposee ä

des eclairements d'intensites differentes:

Groupe 1: Eclairage optimal, represents par les intensites
lumineuses 3000, 4000 et 6000 lux (estimation de la lumiere
ofTerte, la lumiere regue etant moindre). L'allure de la
croissance comprend les etapes suivantes: une periode de

latence de quatre jours ä partir desquels la numeration
devient possible; une phase logarithmique de croissance

intense et proportionnee aux intensites lumineuses offertes;
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une phase de retard qui plafonne insensiblement au niveau
de la valeur 30.000 cellules/mm3.

Groupe 2: Eclairage infra-optimal, represents par les intensitSs
lumineuses de 2000, 1000 et 500 lux. Le depart, dans ces

conditions, est plus lent, la multiplication moins intense,
mais toutefois proportionnee ä 1'intensitS lumineuse Offerte.

Groupe 3: Eclairage supra-optimal, represents par l'intensite
lumineuse de 10.000 lux. La phase de latence est reduite
ä un jour et demi; la multiplication est visiblement freinSe

durant la pSriode exponentielle de la croissance; celle-ci
atteint la phase stationnaire au niveau de 18.000

cellules/mm3.

Les commentaires que suscite cette documentation seront
fournis apres l'examen du pouvoir photosynthStique et celui
de la pigmentation chlorophyllienne propres aux cellules formSes

dans ces diverses circonstances.

Mesures du pouvoir photosynthetique.

Elles sont faites avec 1'appareil manomStrique selon

Warbourg, modele V, circulaire, construit par la maison Braun-
Melsungen. Nous avons complStS ce dispositif commercial

connu, par un Sclairage circulaire dominant la cuvette du

thermostat. Un tube Sylvania (U.S.A.), 32 W, «white», en

anneau, fournit au niveau de la suspension d'Algues contenue
dans l'auge manomStrique et, ä la pSriphSrie de ces rScipients
une intensitS lumineuse de 2500 lux. Les remarques que nous

avons faites au sujet de la lumiere Offerte et de la lumiere regue

par les Algues en croissance dans le liquide de culture, doivent
etre rSpetSes ä propos de la suspension d'Algues contenue dans

le flacon conique du respirometre de Warbourg. Nous ne

connaissons, ici encore, que la lumiere atteignant les parois
extSrieures du flacon et non celle irradiant chaque cellule!

Insistons tout d'abord sur quelques particularitSs mStho-

dologiques de nos expSriences:
Nous avons adopts comme solution gSneratrice de C02, le

mSlange n° 9 de Warbourg [3], soit 15 parties d'une solution
Mole 0,1 de Na2C03 et 85 parties d'une solution Mole 0,1 de
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KHCOj. Ce melange offre aux Algues qui y sont plongees, a

la temperature de 25°, un pH de 9,08 et une concentration en

gaz carbonique de 9,1 x 10^° Mole/1. La suspension d'Algues
dans ce melange est preparee 20 minutes avant le debut des

mesures.
Le principe qui est ä la base de l'appreciation du pouvoir

photosvnthetique, principe connu sous le nom d'« etat d'equi-
libre des echanges gazeux » se resume dans la formule suivante:

l _ [ 1 / *R8 \ h P & R 1
Photo [^2 \min. RL min. R2I min. P& RJ

oil Rj exprime en millimetres cubes la grandeur de la consom-
mation d'oxygene avant 1'illumination du flacon; R2 la merne
valeur mais apres 1'illumination; P & R la somme des echanges

gazeux durant la periode d'illumination; min. le temps en

minutes, ecoule durant chacune de ces periodes. On trouvera
dans l'ouvrage de \V. \Y. Umbreit, R. H. Burhis et J. F. Stauf-
fer une explication detaillee de ces calculs et manipulations [3],

Une question plus specifique ä l'organisme choisi et aux
flacons de mesure utilises est la suivante: quelle est la concentration

en cellules de la suspension dont on determine le pouvoir
photosynthetique, favorable ä cette mesure La reponse ä

cette question a necessite une enquete preliminaire; nous en

publions les protocoles puisqu'ils contribuent ä la definition
phvsiologique de l'Algue n° 50.

An cours d'une experience (20.9.1954), six mesures sont
simultanement faites en utilisant des suspensions d'Algues ä

tous egards semblables, sauf pour ce qui est de la densite
cellulaire. La table II resume les resultats de cette operation:

Table II.

Densite Respiration * Photo- Photos./
synthise * resp.

1,1: 104 cell.'mm3
1 10: 105 id.
1/50: 2.101 id.

— 3,75
— 0,27
+ 0,1

4- 3,65
+ 1,68
+ 1,5

97,5%
620,0%

* Les valeurs inscrites dans les colonnes respiration et photosynth^se
expriment des millimetres cubes de 02 disparus ou produits par minute.
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L'echange gazeux realise au sein des 3 cm3 de la suspension
la plus diluee (1/50), est trop faible par rapport aux valeurs
d'ecart experimental (variations dues ä la technique et ä l'appa-
reil); de telles donnees n'entrent done pas en consideration

Le potentiel physiologique des Algues etant le meme pour
toutes les densites, on s'attend ä trouver un rapport de 10 entre
les valeurs de respiration (02 consomme) des suspensions de

densite 1/1 et 1/10. La valeur trouvee est de 14. Les variations
techniques sont assez importantes pour qu'on puisse admettre

que cette valeur s'approche de celle prevue par la theorie.
Ces proportions changent pendant la periode de

photosynthese: la suspension 1/1 n'atteint que le point de compensation,

tandis que la suspension 1/10 produit six fois plus de 02

par photosynthese qu'elle n'en consomme par la respiration.
La cause de ce paradoxe doit etre cherchee dans les conditions
lumineuses auxquelles sont effectivement exposees les Algues.
Dans une suspension de forte densite les Algues opposent ä la

lumiere incidente un ecran plus epais et plus frequent que dans

une suspension de moindre densite. En d'autres termes, la

quantite totale de lumiere reijue par une Algue, diminue signi-
ficativement ä partir d'une certaine densite cellulaire; cette
reduction augmente dans la mesure oü la densite croit et cela,
dans des proportions qui ne sont pas definies ici. La densite

favorable que doit nous reveler cette experience depend done,
toutes conditions demeurant inchangees, de l'intensite lumi-
neuse choisie et ne sera vraie que pour cette derniere.

La concentration de la suspension d'Algues qui permet une
illumination süffisante de chacune d'elles, c'est-ä-dire apte ä

produire un echange gazeux dont l'importance rende negli-
geables les erreurs d'appareil, est de l'ordre de grandeur de

4.105 cellules/mm3.
Une derniere remarque methodologique doit etre faite.

L'echantillonnage du materiel algologique destine aux mesures
de photosynthese exige de minutieuses precautions. Le pouvoir
photosynthetique depend, dans une large mesure, des influences

exercees sur la suspension des Algues durant la periode qui
precede la mesure proprement dite. Le titre en reserves endo-
cellulaires comburables, semble jouer un role important. Les
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moindres inegalites de traitement des echantillons, durees

d'exposition ä la lumiere durant des operations de centrifuga-
tion, differences de temperature, bref tout ce qui augmente
ou diminue les combustibles de la cellule et modifie simultane-
ment sa richesse en effecteurs, tend ä faire varier le pouvoir
photosynthetique. La conservation au froid d'echantillons
successivement preleves et la mesure simultanee de leurs pou-
voirs photosynthetiques parait, jusqu'ä plus ample informe,
offrir la meilleure garantie pour la reproductible des mesures.
Une note ulterieure justifiera ces remarques.

Compte tenu des reserves sus-enoncees, nous pouvons alors
fournir dans la table III, pour divers äges de la culture, les

relations qui existent entre le pouvoir photosynthetique de

l'Algue et l'eclairement dont eile a beneficie au cours de son

developpement.
Table III.

Valeur de la photosynthese, notee entre la 20e et la 30e minute de la
periode d'eclairernent de l'auge du Warbourg el calculee en prenant
comme reference 1 la valeur fournie par Vechantillon developpe ä

6000 lux.

Age
de la culture

en jours

Type d'6clairage en lux:

500 1000 2000 3000 4000 6000

8 — — 0,9 1,1 1,2 1,0

17 2,5 1,2 1,5 1,0 1,2 1,0

25 1,4 1,5 1,7 1,5 1,6 1,0

39 * 5,2 5,8 5.9 1,7 2,3 1,0

* Les pouvoirs photosynthetiques notes au 39» jour sont ceux d'une
population comprenant des cellules de la suspension et des cellules des depüts
(tapis et anneau). Les pouvoirs photosynthetiques notes avant, ne concernent
que les cellules en suspension.

La table III groupe des mesures faites ä quatre epoques
successives. A chacune d'elles, six types d'echantillons (500 4

6000 lux) furent mesures synchroniquement: les valeurs
obtenues (lignes horizontales de la table) sont comparables.
Bien que les mesures d'assimilation chlorophyllienne aient
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toutes ete faites dans les memes conditions (lumiere, den-

site, etc.), il n'est toutefois pas possible de comparer des

valeurs estimees ä des dates differentes. La standardisation des

traitements imposes aux echantillons, avant la mesure propre-
ment dite, n'a pas ete, d'une epoque ä l'autre, süffisante pour
attribuer avec certitude au seul regime lumineux les differences

que l'on pourrait enregistrer. Une nouvelle serie experimen-
tale, mieux surveillee ä cet egard, nous revelera l'influence de

l'äge de la culture sur le pouvoir photosynthetique des Algues
qui la composent.

Une conclusion se degage de l'examen de la table III: les

Algues qui se sont developpees dans des conditions de faible
eclairement (groupe 2, dit d'eclairage infra-optimal pour la

croissance: 500, 1000 et 2000 lux) ont un appareil photosynthetique

plus puissant que les Algues developpees ä une plus
forte lumiere (groupe 1, dit d'eclairage optimal pour la
croissance: 3000, 4000 et 6000 lux).

Evaluation de la teneur en chlorophyli.e.

Le procede consiste ä:

1° Prelever 4 cm3 d'une suspension contenant 200.000 cel-

lules/mm3;
2° Centrifuger durant 10 minutes ä raison de 4000 tours/

minute;
3° Utiliser 5 cm3 d'acetone pour redisperser le culot d'Algues

et transporter la suspension dans un mortier;
4° Evaporer, sous le vide et durant 15 minutes, l'acetone;
5° Broyer le residu vert avec du sable de quartz prealablement

lave ä l'eau puis seche;
6° Reprendre la päte par 15 cm3 d'acetone, transporter le tout

dans une eprouvette bouchee et abandonner pour 24 heures

en vue d'une extraction des pigments;
7° Filtrer sur papier n° 602;
8° Faire macerer durant 3 heures dans 5 cm3 le sediment

demeure sur le filtre;
9° Refiltrer et relaver ä l'acetone si le sable n'est pas encore

blanc;
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10° Reunir les filtrats 7 et 9 et completer ä un volume connu
(20 cm3, par exemple);

11° Effectuer la mesure colorimetrique dans un colorimetre
Coleman en utilisant une lumiere de 655 mji.

Cette methode est celle employee par B. Blondel [4], tout
au moins jusqu'au stade d'extrait global. Nous n'avons pas
procede dans cet essai ä la separation des Carotinoides.

Table IV.

Valeurs de transmission lumineuse (inverses des valeurs de tcneur en
chlorophylle) fournies par les extrails acetoniques des cultures diverse-

ment eclairees.
Reference: la solution la moins coloree transmission 100%.

Lux o//o

500 41

1000 42
2000 38
3000 78
4000 79
6000 100

Ces chiffres montrent que les Algues developpees dans des

conditions lumineuses infra-optimales pour leur croissance

(groupe 2: 500, 1000 et 2000 lux), accumulent plus de chlorophylle

que les Algues produites dans des conditions lumineuses

optimales pour leur croissance (groupe 1: 3000, 4000 et 6000 lux).
On note encore un parallelisme entre la teneur en chlorophylle
et l'intensite du pouvoir photosynthetique des cellules etudiees.

Conclusions.

Quels sont les rapports que nos mesures permettent d'eta-
blir entre la croissance, la photosynthese, la teneur en chlorophylle

et les divers eclairements
Pour l'organisme choisi et dans les conditions oil nous

l'avons cultive, deux climats d'eclairement sont ä distinguer:
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Celui d'une lumiere moyenne qui conditionne la production
maximale de chlorophylle et, par voie de consequence, le plus
haut pouvoir photosynthetique. La cellule atteint, dans ces

conditions de culture, un etat de perfection photosynthetique.
Celui d'une lumiere forte qui determine le rythme le plus

rapide de la division cellulaire; correlativement, les cellules qui
ont beneficie de ce second climat lumineux, disposent de moins
de chlorophylle et par voie de consequence d'un moindre pouvoir

photosynthetique. La cellule atteint, dans ces conditions
de culture, le maximum de son rythme caryocinetique.

Le fait que l'etat de perfection photosynthetique n'est pas
celui qui permet la croissance maximale, pose un premier
probleme. Le fait qu'au maximum du rythme caryocinetique
correspond un deficit chlorophyllien, en pose un second.

Considerons le probleme 1; on sait que I'hypothese de

Franck [5] peut se presenter de deux manieres differentes:
I. Le processus photochimique primaire inclut la decomposition

de l'eau qui est elle-meme une reaction
photochimique. Dans ce cas, le niveau superieur d'energie lumi-
neuse utilisable par la cellule verte est donne par la valeur
de lumiere saturante; valeur qui se definit par le maximum
d'oxygene degage par photosynthese. On confoit mal des

lors que des forces tirees d'une illumination supra-saturante
puissent etre mobilisees au profit d'autres syntheses; dans

le cas de l'Algue n° 50 en forte lumiere, au profit d'une

multiplication cellulaire maximale;
II. Le processus photochimique primaire interesse l'oxydo-

reduction de deux intermediaires; la decomposition de l'eau
etant en marge de ce processus initial. Dans ce cas, la
lumiere saturante ne fixe que le niveau superieur de la

photolyse de l'eau couplee avec la reduction du C02. Elle
n'exclut plus la conversion d'une energie lumineuse supple-
mentaire: reduction d'un Systeme chimique distinct de

l'eau, profitable ä des metabolismes autres que celui de

la genese immediate des glucides. Les faits que nous avons
constates consolident done l'opinion qui considere la

photosynthese comme un ensemble d'oxydo-reductions
chimiques sensibilisees par la lumiere.
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Examinons ensuite le probleme 2: le deficit chlorophyllien
de cellules dont le rythme de division est accelere, n'est pas
fait pour nous etonner. Une interphase prolongee profite ä la

Synthese de la chlorophylle: la competition entre le plastide et
le reste de la cellule pour la jouissance de l'azote, est moins
forte Dans une Algotheque, les cultures ä croissance rapide
sont vert clair, Celles ä croissance lente, vert fonce. Cette
explication nous parait plus admissible que celle qui envisage une
destruction de la chlorophylle sous l'influence d'une lumiere
excessive.

Certes des phenomenes de solarisation, qui ne sont pas tou-
jours chlorophyllolytiques, existent; ils reclament toutefois des

intensites lumineuses bien superieures ä celles re?ues effective-
ment par nos Algues dans ces experiences.

Si nous considerons enfin le but pratique que nous nous
etions propose, ä savoir la recherche des conditions optimales
d'une culture intensive de Diplosphaera Chodati, l'experience
acquise nous place en face du dilemme suivant: avoir beaucoup
d'Algues ou en recolter moins, mais d'activite photosynthetique
superieure. Le choix sera dicte par l'usage que l'on veut faire
de la recolte.

Universite de Geneve.

Institut de Botanique generale.
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