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EFFET D’EXTRAITS D’OSCILLATORIA RUBESCENS
SUR LA CROISSANCE DE QUELQUES ALGUES
PHYTOPLANCTONIQUES DU LEMAN

PAR

Raphaelle JUGE ’, Maurice AUBERT 2 et Hubert GREPPIN !

RESUME

L’activité de I'extrait cellulaire d’Oscillatoria rubescens (obtenu a partir de prélevements effec-
tués en automne 1978 dans le Léman lors d’une fleur d’eau) est testée sur des cultures in vitro de
sept algues phytoplanctoniques, originaires du méme lac.

La croissance de Diatomées ( Diatoma elongatum ; Fragilaria crotonensis) et de Cyanophycées
( Oscillatoria bourrellyi, Anabaena sp.) a été inhibée en présence de I’extrait cellulaire; les Chloro-
phycées (Pediastrum duplex, Dictyosphaerium pulchellum, Staurastrum sp.) y ont été insensibles.

Cette activité est attribuée a la présence de substances allélopathiques dans I'extrait cellulaire
d’Oscillatoria rubescens. La réponse des algues étudiées in vitro vis-a-vis de cette cyanophycée per-
met de mieux comprendre les successions de populations phytoplanctoniques et I’apparition de
fleurs d’eau en milieu naturel.

1. INTRODUCTION

Dans les lacs en voie d’eutrophisation ou « eutrophes », 'augmentation de la
biomasse algale s’accompagne habituellement d’un changement dans la composi-
tion spécifique du phytoplancton. Certaines algues peuvent étre considérées comme
typiques de ces milieux et, en tant que telles, indicatrices de pollution ou de mau-
vaise qualité des eaux; c’est notamment le cas pour Oscillatoria rubescens, appelée
vulgairement « sang des Bourguignons », a la suite de la coloration brun-rouge des
eaux. Cette algue bleue envahit périodiquement des lacs fortement eutrophisés
comme ceux de Joux (2) et de Nantua (17). Son apparition dans le Léman fut
signalée pour la premiére fois en 1967 (15). Sa présence, sporadique durant les
années qui suivirent, fut a nouveau trés importante en automne 1978.

1 R. Juge et H. Greppin: Laboratoire de Physiologie végétale, Universit¢é de Geneve,
1211 Geneéve 4, Suisse.
2 M. Aubert: C.E.R.B.O.M,, Parc de la Cdte, av. Jean-Lorrain 06 Nice, France.
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Le développement massif d’Oscillatoria rubescens d’une part et 'importante
augmentation de la biomasse phytoplanctonique ces derniéres années d’autre part
sont a mettre en relation avec la forte augmentation de la concentration en sels
minéraux dans le lac durant les dix derniéres années (phosphates, etc.). Il en est
résult¢ par ailleurs une diminution alarmante de la concentration d’oxygéne au
fond du lac (3). Tous ces éléments constituent des indices d’aggravation de I’état
sanitaire du Léman.

L’apparition soudaine d’une algue dans un milieu aquatique, son développe-
ment massif et sa disparition parfois trés rapide, constituent autant de phénomeénes
dont les causes sont encore mal connues. La compétition pour les éléments nutritifs,
les réles joués par la lumiére et la température, la prédation par le zooplancton sont,
parmi d’autres, les raisons les plus fréquemment invoquées pour expliquer 1’appari-
tion et la disparition des « fleurs d’eau ». Certains auteurs (1, 4, 18, 19, 20, 21, 22)
incluent dans ces causes des substances libérées dans le milieu (télémédiateurs chi-
miques) par le phytoplancton lui-méme. Lefévre et ses collaborateurs (12, 13, 14)
sont parmi les premiers a avoir étudié de prés les « fleurs d’eau » a cyanophycées
(blooms). Ainsi, I’eau dans laquelle avaient poussé Aphanizomenon gracile et Oscil-
latoria planctonica s’est révélée inhibitrice de la croissance de plusieurs autres espéces
d’algues. Jacob (5, 6) obtient un effet identique avec une cyanophycée du sol,
Nostoc muscorum. Vance (22) montre, au moyen de cultures mixtes effectuées in vivo
et in vitro, que Microcystis aeruginosa inhibe la croissance de plusieurs sortes d’algues.
Il attribue cette activité a des métabolites actifs, excrétés dans le milieu par 1'algue,
seule ou en association avec des bactéries. Lam et Sylvester (10) ont déterminé que
la croissance de Chlorella sp. en culture mixte, était inhibée de maniére trés dif-
férente par les algues bleues: Microsystis aeruginosa et Anabaena oscillarioides; la
premiére agit en libérant une substance antibiotique, la seconde par sa faculté d’assi-
miler trés rapidement et en grandes quantités les phosphates du milieu (compéti-
tion pour les éléments nutritifs).

2. MATERIEL ET METHODES

Des prélévements massifs, au filet & plancton (maille 60p) ont été effectués
dans le Petit Lac en novembre 1978, lors de la croissance massive d’Oscillatoria
rubescens. L’observation au microscope de ces prélévements a montré une com-
position presque exclusive en Oscillatoria rubescens (pratiquement pas de zoo-
plancton).

Malgré la présence relativement importante de Rhodomonas minuta dans le lac,
cette derniére n’apparait pas dans les prélévements en raison de la taille des mailles
du filet. Aussi le matériel récolté a-t-il pu étre utilisé pratiquement tel quel pour
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I'expérimentation. Les bactéries et le nannoplancton ont été éliminés par filtration
jusqu’a 0,45y et lavage a I'eau distillée stérile.

La masse des cellules algales est broyée, diluée avec de I'eau distillée approxima-
tivement jusqu’a la concentration cellulaire initiale au lieu de prélévement et subit
ensuite une centrifugation a 20 000 tours/min. pendant 20 minutes. Le surnageant
constituera I’extrait cellulaire d’Oscillatoria rubescens qui sera utilis€ dans les tests
d’antibiose.

Ces derniers sont effectués vis-a-vis de 7 espéces phytoplanctoniques de notre
collection d’algues monospécifiques provenant du Léman. Nous avons utilisé
2 espéces de cyanophycées: Oscillatoria bourrellyi et Anabaena sp.; 2 especes de
diatomées: Diatoma elongatum et Fragilaria crotonensis; 3 espéces de chlorophycées:
Dictyosphaerium pulchellum, Pediasturum sp. et Staurastrum sp.

Ces algues sont cultivées dans des tubes contenant 10 ml de milieux stériles
dont ia composition est la suivante:

(Station d’Hydrobiologie lacustre, INRA (Thonon); R. Juge).

1. Cyanophycées [mg./l.]: MgSO,.7H,0:25; K,HPO,: 31; CaNO;. 4H,0: 59;
NaNO,: 311,3; Na,CO,: 21; FeCl,.6H,O: 1,33; EDTA: 6; solution d’oligo-
éléments: 1,71; extrait de terre: 15 ml./1.; eau du lac filtrée stérile: 50 ml./I.

2. Diatomées [mg./l]: MgSO,.7HO: 25; CaNO;4H,0: 61,3; Na,CO;: 20;
FeCl;.6H,0: 1,33; EDTA: 6; KH,PO,: 10; Si0;Na,: 25; solution d’oligo-¢léments:
2,1; extrait de terre: 15 ml./l.; eau du lac filtrée stérile: 50 ml/I.

3. Chlorophycées [mg./l.]: MgSO,.7H,0: 30; K,HPO,: 40; KNO;: 150;
CaNO,;.4H,0: 30; citrate de fer: trace; solution d’oligo-éléments: 2,1; extrait de
terre: 15 ml./l.; eau du lac filtrée stérile: 50 ml./l.

La stérilité des milieux est assurée par autoclavage pendant 20 minutes a 115° C.

Les inoculations (0,1 ml) sont faites & partir de précultures en phase exponen-
tielle de croissance.

Aprés 48 heures de mise en culture, 2 ml d’extrait cellulaire d’Oscillatoria
rubescens sont ajoutés dans 4 cultures de chaque espéce testée et le méme volume
d’eau distillée stérile est ajouté dans 4 séries témoins.

La croissance des algues a été suivie réguliérement pendant 30 jours. L’estima-
tion s’est faite de différentes maniéres selon les algues considérées: observation des
cultures au microscope et comptage des organismes en cellule de Nageotte; mesure
du poids frais des cellules centrifugées a 20 000 tours/min. pendant 10 minutes.
D’une maniére générale les expériences ont été répétées deux fois dans leur ensemble.
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RESULTATS

La figure 1) représente, comparée a I’évolution de cultures témoins, la multi-
plication pendant 30 jours de populations de diatomées et de chlorophycées aux-
quelles un extrait cellulaire d’Oscillatoria rubescens a été ajouté dans le milieu de
culture. La figure 2) représente, selon le méme type d’expérience, le poids frais
obtenu aprés 30 jours de culture de populations de diatomées et de cyanophycées.
Dans tous les cas il a été vérifié qu’il n’y avait aucune infection bactérienne et I’aspect
morphologique des cellules a été examiné en microscopie optique.

Nous observons que la multiplication des deux espéces de diatomées testées,
Diatoma elongatum et Fragilaria crotonensis, a été¢ presque totalement inhibée par
I’adjonction d’extrait cellulaire d’ Oscillatoria rubescens en milieu de cultures. La plu-
part des quelques cellules présentes étaient vides ou fortement vacuolisées. 11 faut
rappeler que I'extrait inhibiteur n’est ajouté qu’aprés 2 jours de culture.

La multiplication des deux cyanophycées utilisées, a savoir: Oscillatoria bour-
rellyi et Anabaena sp. a été fortement inhibée par la présence de I'extrait cellulaire
d’Oscillatoria rubescens. Les cellules des filaments d’Oscillatoria bourrellyi parais-
saient beaucoup plus vacuolisées et les filaments d’Anabaena sp. étaient générale-
ment beaucoup plus courts que dans les cultures témoins.

L’extrait inhibiteur ne semble avoir aucun effet, ni sur la morphologie des cel-
lules, ni sur le taux de multiplication des deux chlorophycées: Pediastrum sp. et
Dictyosphaerium pulchellum, et de la conjuguée: Staurastrum sp. Le tableau 1)
résume de maniére schématique I’ensemble des résultats obtenus a partir de plu-
sieurs essais similaires.

TaBLEAU 1. — Effets de I’extrait cellulaire d’Oscillatoria rubescens sur la multiplcation
de sept algues phytoplanctoniques aprés 30 jours de culture.
(0: effet nul; +: effet inhibiteur faible; + + : effet inhibiteur fort; + + + : effet inhibiteur total)

Inhibition

Espéce phytoplanctonique

Fragilaria crotonensis ++ +
Diatoma elongatum ++ +
Anabaena sp. + +
Oscillatoria bourrellyi + +
Pediastrum duplex 0
Staurastrum sp. 0

Dictyosphaerium pulchellum 0
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Fi1G. 1. — Croissance de Diatoma elongatum (cercles) Staurastrum sp. (triangles)

et Pediastrum duplex (carrés) en présence (traits discontinus) ou non (traits continus)
d’extrait cellulaire d’Oscillatoria rubescens (10 g cellules ou colonies/ml).
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FiG. 2. — Poids frais de cultures de Fragilaria croto- 10

nensis (F.C.), Oscillatoria bourrelly (O.B.) Anaba-
ena sp. (A) et Dictyosphaerium pulchellum (D.P.)
apreés 30 jours, en présence (tramé) ou non (en blanc)
de I'extrait cellulaire d’Oscillatoria rubescens St
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DISCUSSION ET CONCLUSION

Les résultats obtenus par divers auteurs (1, 10, 11, 18, 19) mettent en évidence
des comportements divers des algues en culture mixte et en présence de filtrat de
culture. Il peut y avoir interaction entre les différentes espéces, soit par le biais de
télémédiateurs chimiques, soit par les conséquences de la compétition pour les dif-
férents substrats du milieu nutritif.

Les résultats présentés ici provenant d’essais réalisés a partir de I’extrait cel-
lulaire d’Oscillatoria rubescens ne permettent pas de déduire que le principe inhibi-
teur puisse étre excrété par les cellules vivantes. Nous constatons néanmoins que
cette cyanophycée est potentiellement capable a des concentrations physiologiques,
d’inhiber la croissance algale.

Il est intéressant de constater que toutes les algues n’offrent pas la méme sen-
sibilité a la présence d’Oscillatoria rubescens. En effet, seules les cyanophycées et
les diatomées sont affectées par I'inhibiteur présumé. Or, ce sont précisément ces
algues-la qui colonisent les eaux a I’époque ou Oscillatoria rubescens a fait son
apparition, les chlorophycées n’étant que sporadiques a cette saison. Il se pourrait
aussi que les chlorophycées (du moins celles que nous avons testées) aient un seuil
de sensibilité¢ différent a I'inhibiteur.

L’évolution des communautés phytoplanctoniques du Léman (3) et les résultats
de nos expériences confirment les constatations faites par Keating (7,8). Cet auteur
a mis en évidence I'activité inhibitrice du filtrat de culture de cyanophycées ou de
’eau du lac au moment d'une fleur d’eau sur la croissance de diatomées isolées
a partir de prélévements effectués dans le méme lac. Dans le milieu étudié par
Keating, les explosions de diatomées alternent comme dans le Léman, avec celles
des cyanophycées. Elle a de plus observé que les populations de diatomées qui suc-
cédent aux algues bleues sont d’autant moins importantes que la poussée de cyano-
phycées est forte. Ce phénoméne ne se produit toutefois pas dans le Léman, lac
méso-eutrophe (9, 16) et réguliérement dominé par les populations de diatomées en
hiver et au printemps.

D’autres auteurs, teis que Fitzgeraid (4) et Vance (22) lient I'apparition de
fleurs d’eau (cyanophycées) a une fertilisation accrue des eaux. La question se pose
dés lors de savoir pourquoi seuls ces organismes sont capables de survivre et comment
ils excluent les autres. Plusieurs espéces ont, nous I’avons vu plus haut (10), une
capacité d’assimilation trés rapide des sels minéraux (phosphates). Leur croissance
serait donc nettement favorisée par rapport a celle des autres algues. En se multi-
pliant, certains de ces organismes libéreraient des substances dans le milieu, blo-
quant ainsi la croissance des espéces présentes. De plus, la résistance a la diminu-
tion de qualité des eaux, le taux de division cellulaire et la diminution de la quantité
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de lumieére incidente (due aux fleurs d’eau) sont autant de facteurs qui peuvent éga-
lement favoriser la croissance de certaines espéces aux dépends des autres.

Il semble raisonnable de penser que c’est lors de fleurs d’eau (de composition
souvent monospécifique) que le phénoméne d’allélopathie peut jouer un réle: étant
donné la forte densité de la population, la concentration en substances antibiotiques
peut alors devenir momentanément importante.

Non seulement nos résultats confirment en partie ceux de Keating mais ils
démontrent de plus, que les cellules algales vivantes élaborent une substance ou un
groupe de substances qui sont actives avant d’étre libérées dans le milieu. Cette acti-
vité allélopatique ne nécessite donc pas de transformation préalable de produit extra-
cellulaire pour se manifester: les facteurs physicochimiques et surtout la flore bac-
térienne aquatique ne joueraient pas un rdéle fondamental d’activateur des substances
antibiotiques relachées par Oscillatoria rubescens.
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