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I. Introduction

De tres nombreuses etudes sur le comportement des algues ont ete conduites avec
ou sans sucre ä la lumiere du jour. Seul le regime autotrophique ä la lumiere artificielle
constante presente en fait une simplicity de conditions recommandables.

L'addition de sucre, par contre, cree une complexity de conditions simultanees qui
se pretent mal ä une analyse detaillee des processus metaboliques.

Nous avons cherche ä etablir plus de rigueur dans l'etude de la croissance en adoptan-
des conditions plus simples qui ont d'ailleurs donne des resultats inattendus. II
apparait toutefois qu'une rigueur satisfaisante ne pourra etre obtenue qu'ä la condit
tion de cultiver les algues dans un milieu de valeur nutritive la plus constante possible.

Nous avons d'autre part greife sur ces recherches metaboliques une etude de
toxicologic concernant Paction du sulfanilamide sur le developpement et la croissance de
certaines algues. Cytostasique pour certaines especes, cet antimetabolite est au con-
traire synergique pour d'autres especes.
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II. Materiel et methodes

1. Les algues vertes unicellulaires

Nous avons etudie plusieurs especes d'algues provenant toutes de l'algotheque de
l'Institut de Botanique generale de Geneve. Ce sont des cultures pures et certaines
sont meme des clones. Nous les citons dans leur ordre numerique, conformement au
catalogue de cet institut:

N° 3 Scenedesmus obtusiusculus Chod.
N° 50 Stichococcus diplosphaera (Bialos.) Chod. Diplosphaera Chodati Bialos.)
N° 116 Oocystis Naegeli A. Br.
N° 172 Pleurococcus
N° 280 Dictyococcus cinnabarinus (Kol et F. Chod.) Vischer
N° 516 Oocystis sp. (Nomenclature selon Robert Chodat)
N° 574 Chlorella rubescens Chod.
N° 579 Chlorella rubescens Chod.

Le choix de ces algues a ete fait pour des raisons ä la fois pratiques et biologiques.
Du point de vue pratique, nos methodes de culture exigent des algues ä developpement
pelagique, c'est-ä-dire dont les individus ne se collent pas ä la surface des flacons de
culture au cours de leur developpement; du point de vue biologique, ces especes
constituent un echantillonnage assez large de l'ordre des Chlorophycees. Elles se

repartissent en especes du type sensible et du type resistant aux sulfamides et presentent
chacune des types de developpement physiologique assez differents.

Algue N° 3: Scenedesmus obtusiusculus Chod. Algues vivant par groupes de deux
ou quatre cellules.

Algue N° 50: Stichococcus diplosphaera (Bialos.) Chod. Diplosphaera Chodati
Bialos.) C'est une pleurococcacee (ordre des Ulotrichales), isolee en 1911 par Robert
Chodat (Bialosuknia, 1909). Organisme fort plastique, sa division en une seule
direction de l'espace le rapproche des Stichococcus, alors que la persistance des

cellules filles en paquets de deux fait penser plutöt ä des Chlorelles. Son comportement
physiologique a dejä fait l'objet de travaux anterieurs (Chodat et Uehlinger, 1955;
Uehlinger et Chodat, 1955).

Algue N° 116: Oocystis NaegeliA. Br. Espece d'Oocystacee (ordre des Chlorococcales)
de forme ellipsolde, assez voisine des Chlorelles. Se reproduit par autospores, formees
dans une cellule mere, en general au nombre de huit.

Algue N° 172: Pleurococcus. Pleurococcacee (ordre des Ulotrichales) isolee ä pattir
d'un liehen. Cette espece assez peu etudiee n'est pas d'une vigueur tres marquee.

Algue N° 280: Dictyococcus cinnabarinus (Kol et F. Chod.) Vischer. Genre de
Protococcacee isolee par F. Chodat du sol du Pare national suisse (Kol et Chodat,
1934). Cette algue a la propriete de former, en assez forte abondance, des Carotinoides
qui masquent rapidement la chlorophylle (Haag, 1942; Wenzinger, 1940).

Algue N° 516: Oocystis sp. Espece indeterminee du genre Oocystis (ordre des

Chlorococcales) utilisee ä la place de l'algue N° 116 ä cause de son pouvoir de
multiplication plus eleve.
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Algues Nos 574 et 579: Chlorella rubescens Chod. II s'agit lä de deux clones isoles ä

partir de l'algue N° 24 par triage monospore, dont l'un est plus fortement carotinogene
(579) que l'autre (574). C'est une Chlorellacee (ordre des Chlorococcales) de taille
assez grande (Chodat, 1942), dont le chloroplaste est muni d'un pyrenoide bien
visible.

2. Milieux de culture

Nous avons choisi comme milieu de base pour la fourniture des elements mineraux
plastiques le Detmer liquide dilue au tiers (Detmer/3) dont la composition est la
suivante (Pringsheim, 1951):

Ca(N03)2 • 4 HaO 1 g
KCl 0,25 g
MgS04 0,25 g
KH2P04 0,25 g
Fe2Cl6 0,5 mg
H20 distillee ad 3 1

C'est un milieu relativement pauvre en elements mineraux, si on le compare aux
milieux proposes par les auteurs americains et japonais (Iwamura et al., 1955;
Nihei et al., 1954; Emerson et Lewis, 1939) pour les cultures accelerees d'algues
(Moyse et Yvon, 1956; Krauss, 1953). Nous l'avons choisi precisement ä cause de

ces faibles teneurs en elements mineraux qui placent les algues dans une situation
physiologique plus proche des conditions naturelles. II est bien connu en effet qu'une
trop grande abondance d'elements azotes par rapport ä la nutrition carbonee peut
produire certains desequilibres trophiques qui modifient profondement les proprietes
physiologiques des especes. Le milieu Detmer/3 maintient les cultures dans tous les

cas au-dessous des seuils de saturation. Pour cette meme raison, l'aeration se fait par
de l'air ambiant, sans adjonction de COa (Chodat et Uehlinger, 1955).

Dans certaines experiences, nous avons ajoute un apport heterotrophique de carbone
sous forme de glucose ä 2%.

La sulfanilamide introduite dans les milieux de culture pour en etudier les effets

physiologiques l'a toujours ete ä raison de 0,1 %.

Le tableau suivant exprime en mg/1 et en meq/1 les quantites de chacun des elements
fournis:

Tableau 1

Element En mg/1 Fourni sous forme de En meq/1

N 39,6 no-3 2,82
P 19,0 PO—4 0,204
S 22,1 SO —4 0,345
Mg 16,8 Mg++ 0,345
Fe 0,0565 Petti0,00034

K 67,6 ly 1,73
Ca 56,5 Ca++ 0,706
CI 39,8 ci- 1,12
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3. Methodes de culture

Nous avons utilise pour nos cultures les trois types de methodes mises au point ä
PInstitut de Botanique generale de Geneve (Chodat et Bocquet; 1955; Chodat
et al., 1960):

a) Cultures en flacons Erlenmeyer de 100 ml, contenant 50 ml de milieu. Les flacons sont sterilises
30 min ä l'autoclave ä 110 °C, puis inocules au moyen de 1 ml d'inoculum et places sur une table
en verre dans une chambre climatisee (20 °C; humidite 75%). Les flacons sont eclaires par en
dessous au moyen de tubes fluorescents «Philips lumiere blanche du jour» ou Ateliers de
Constructions elcctriqucs de Charleroi «ACEC type Phytor» (Bouillenne, 1960). Les flacons
sont agitds ä la main chaque matin; il n'y a pas d'aeration.

b) Cultures en tubes de 26 mm de diametre, contenant 60 ml de milieu. La culture est aeree par une
tubulure penetrant jusqu'au fond du tube. Les bulles qui s'en echappent (2 bulles par seconde)
agitent la culture tout en l'aerant. Ces tubes sont places dgalement en chambre climatisee ä
22 °C et sont eclairts latdralement par des tubes fluorescents du meme type que ci-dessus.

c) Cultures en phycogenes (Chodat et Uehlinger, 1955; Chodat et Bocquet, 1955), c'est-a-dire
en ballons de 3 1, contenant 1,8 1 de milieu, avec agitation du liquide au moyen d'une baguette
de verre ä palettes entrainde par un petit moteur (120 t/min), et aeration par de Pair ambiant
filtre ä raison de 200 ml/min.
L'aeration est fournie par un compresseur lubrifie ä l'eau, pour eviter toute formation de
gouttelettes d'huile ä machines pouvant venir modifier les conditions des experiences.
Les phycogenes sont munis d'un dispositif de prelevement sterile des algues, dispositif empechant
tout retour en arriere du liquide preleve et par consequent tout risque d'infection ou de modification

du milieu de culture.
Les ballons sont places sur un banc ad hoc et dclaires par en dessous au moyen de tubes fluorescents

«Philips lumiere du jour», le tout fonctionnant en chambre climatisde ä 22 °C ± 0°,2.
Rappelons - fait bien connu - que l'eclairement fourni par un tube fluorescent n'a pas la meme
valeur tout le long du tube. Les differences en lux peuvent ddpasser 20 ä 30%. Pour en tenir
compte, les flacons sont permutes periodiquement de telle sorte que les eclairements moyens
soient identiques pour tous les flacons.

4. Les methodes de mesure et d'analyse

a) Mesure de la densite cellulaire des cultures par comptage des cellules ä l'hemacyto-
metre (Uehlinger et Linder, 1955)

Cette methode statistique donne le nombre de cellules par millimetre cube de culture.
La precision de ces mesures est de ± 3%.

b) Mesure du volume cellulaire frais des cultures («packed cell volume»; Tamiya
et al., 1953)

La methode consiste ä centrifuger une partie aliquote du prelevement dans un
tube termine par un capillaire de 1 mm de diametre et 3 cm environ de longueur.
Apres centrifugation, les algues sont reunies en un culot au fond du capillaire. Le
volume de ce culot a ete determine ä priori par calibrage au mercure, ce qui nous
donne une formule reliant la hauteur du culot au volume des algues qu'il contient.
Precision de la methode: ± 7 ä 8%.

c) Mesure du poids sec des cultures
La methode est celle des chimistes: une partie aliquote du prelevement est filtree

sur un filtre en verre fritte de Jena (1 - G - 5. M) dont le diametre des pores ne depasse
pas 1,5 micron. Apres ringage ä Feau distillee le filtre est seche ä 105 °C pendant une
nuit et son poids sec determine ä la balance analytique ä 0,1 mg pres.
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d) Mesure des dimensions des cellules

Pour la plupart des prelevements a ete faite une microphotographie au microscope
optique Leitz equipe d'une chambre microphotographique Wild. Le grossissement
lineaire du dispositif complet (objectif - oculaire - chambre photographique) est
determine ä priori (763 X). Les dimensions lineaires des cellules sont mesurees sur
les tirages positifs de ces photographies (compte tenu d'un eventuel agrandissement).
On en deduit le volume de la cellule, en admettant pour celle-ci une forme d'ellipsoide
de revolution:

V 4/3 7i a2 b

(a et b etant respectivement le petit et le grand axe de l'ellipsolde, mesures sur la
Photographie).

Les photographies procurent en meme temps des documents permanents sur l'etat
physiologique des cellules dans la culture.

e) Mesure du pH des milieux de culture
Cette mesure se fait classiquement au moyen d'un pH-metre Metrohm avec

electrode en verre du type X.

f) Dosage de l'azote organique
L'azote organique est dose par la methode du microkjeldahl: une partie aliquote

(25 cm3) du prelevement est mise ä mineraliser dans un matras de 100 ml avec 5

gouttes de S04Cu ä 20% et 5 gouttes de S04K2 sat. comme catalyseurs, en milieu
fortement acidifie par l'acide sulfurique conc. L'ammoniac forme est ensuite distille
en presence d'un exces de soude caustique et recueilli dans une hole contenant exacte-
ment 10 ml HCl N/100. On contretitre l'acide chlorhydrique restant par NaOH N/100
en presence de rouge de methyle.

La precision de la methode a ete determinee ä ± 2 % par calcul statistique.

g) Dosage de l'azote mineral (nitrique N03~ et nitreux N02~)
Au debut de nos recherches, nous avions dose les nitrates du milieu par la methode

colorimetriquedeLemoigne, Monguillon et Desveaux (1937), modifiee par Haag
(Chodat et Olivet, 1940; Haag et Dalphin, 1943). Basee sur la reduction des
nitrates par le zinc en un melange de nitrite et d'hydroxylamine, suivie d'une oxydation
de l'hydroxylamine en nitrite par l'iode, avec dosage colorimetrique des nitrites par la
reaction de Griess, cette methode s'est revelee peu precise dans nos experiences: un
ecart type de 8 % sur une serie de 5 mesures est beaucoup trop eleve pour ce genre de

Tableau 2

Essai N° 1 2 3 4 5 Moyenne
Solution Detmer/3 Detmer/3 Detmer/3 Detmer/3 Detmer/3

Densite optique par la
methode de Haag 51,0 58,5 48,5 53,0 50,0 52,5

Avec adjonction simultanement dans le milieu Detmer/3 de 135 mg/1 de methionine et de 145 mg/1
de cysteine, les resultats sont les suivants:

Densit6 optique par la
methode de Haag 38,5 24,8 27,0 29,7 30,0
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mesures. D'autre part, l'adjonction de certains acides amines soufres (cystine et
methionine en particulier) interfere avec la reaction colorimetrique en diminuant la
densite optique finale de 40% (pour les concentrations en acides amines utilisees
dans nos experiences). Tableau 2.

C'est pourquoi nous avons adopte par la suite la methode de dosage du micro-
devarda, consistant ä reduire les nitrates en ammoniac en presence de l'alliage de Devarda
en milieu alcalin (NaOH). L'ammoniac est distille dans une hole contenant une
quantite determinee de HCl N/100; l'acide restant apres fixation de tout le NH3
distille est contretitre volumetriquement, par la soude caustique NaOH N/100.

Methode tres precise (ecart type de moins de 1 %) a condition de travailler sur une
quantite süffisante de milieu Detmer/3 (au moins 20 ä 25 ml correspondant ä 6 ii 8 mg
de Ca(N03)2 • 4 HsO).

h) Extraction et dosage des chlorophylles a et b

25 ou 50 ml de la culture (selon sa densite cellulaire) sont centrifuges 15 min ä

4000 tours (soit environ 3200 g); le liquide surnageant est decante par aspiration; le
culot d'algues est repris par tres peu d'acetone dans un mortier avec une pointe de

couteau de CaC03 pour empecher les hydrolyses acides. Les algues sont broyees
consciencieusement et la chlorophylle extraite par l'acetone, puis filtree sur filtre
Buchner. La chlorophylle est ensuite transferee dans 10 ml exactement d'ether de

petrole (P.E. 30 ä 35°) que l'on lave soigneusement ä l'eau distillee, puis seche au
sulfate de sodium anhydre.

Le dosage spectrophotometrique des chlorophylles a et b se fait selon la methode
de Comar et Zscheile (1942). Elle consiste a mesurer la densite optique ä 6425 et
6600 angstroms: Z>cl25 et De600, et ä appliquer les equations tirees des donnees experi-
mentales de mesure de l'absorption des chlorophylles a et b ä ces longueurs d'onde:

conc. chy. a 9,23 D,xm - 0,777 Dsl25 en mg/1 d'ether de petrole
conc. chy. b 17,6 Ds425 - 2,81 D,mi) en mg/1 d'ether de petrole

Nous estimons que cette methode est precise ä ± 10% pres, sans toutefois l'avoir
verifie statistiquement.

i) Mesure du pouvoir photosynthetique des algues

Le mesure de l'intensite photosynthetique des algues se fait selon la methode
directe de Warburg (Umbreit et al. 1949). Les algues de la prise echantillon sont
concentrees par centrifugation, reprises dans le milieu W 9. On introduit 3 ml de la
suspension concentree d'algues dans l'auge de l'appareil manometrique. On mesure
revolution gazeuse pendant 30 min ä l'obscurite. On en deduit au moyen de la formule
bien connue l'intensite de la photosynthese et de la respiration de la suspension
consideree.

k) Dosage colorimetrique de la sulfanilamide

La technique est basee sur la diazotation et la copulation de la fonction aminee
fibre avec le chlorhydrate de N-alphanaphtylethylenediamine selon la methode de

Marshall.
Le dosage colorimetrique se fait au spectrophotometre Unicam 535 nm et au colori-

metre Coleman ä 525 nm en se servant d'une courbe etalon etablie auparavant avec
des solutions titrees de sulfanilamide. Precision: cette methode, comme tout dosage
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chimique par colorimetrie, donne une precision de ± 2% que nous avons verifiee
statistiquement, pour autant que l'on respecte les principes de l'analyse colorimetrique.

5. Expression des resultats

Les notions de croissance et de developpement sont bien connues des physiologistes.
La seconde a donne naissance ä la theorie stadiale, expression des phases successives
(thermostade, photostade, spectrostade, etc.) que franchit la plante. La croissance,
bien que liee ä revolution de ces Stades, en est relativement independante.

On retrouve ces deux notions dans les etudes allometriques de croissance de deux
ou plusieurs organes par rapport ä l'individu entier (Chodat, 1949). II est cependant
difficile de trouver une definition exacte de ces deux notions, les auteurs n'employant
pas toujours ces termes dans le meme sens.

Chez les thallophytes, par contre, on n'etablit pas ou tres rarement cette distinction:
croissance et developpement. La plupart des etudes physiologiques sur ces vegetaux
inferieurs portent sur l'un ou l'autre de ces aspects de 1'evolution d'un etre vivant ou
des collections d'individus:
a) etude de l'augmentation du poids ou des dimensions d'une culture en fonction du

milieu: cultures de bacteries, de champignons ou d'algues (Tamiya, 1950; Pratt
et al., 1945; Myers et al., 1951);

b) etude de cycles vitaux de diverses especes dans les conditions naturelles et experi-
mentales.

Chez les algues, ä notre connaissance, seules les etudes de Tamiya et coll. ont
porte ä la fois sur ces deux elements de la vie d'une population consideree dans son
ensemble, d'une part, et 1'evolution de chacun des individus de cette population d'autre
part (Iwamura et al., 1955; Burlew, 1953). Ces etudes ont abouti ä l'elaboration si
fructueuse de la methode des cultures synchronisees.

II est bien evident que 1'evolution de la population dans son ensemble est la somme
des evolutions de chacun des individus pris en particulier; cependant les notions
permettant de mesurer les grandeurs relatives ä la population (poids sec, volume
cellulaire frais) ne tiennent pas toujours compte de l'etat correspondant de chacun des
individus (ce que la methode des cultures synchronisees tend ä regulariser systemati-
quement). Le meme poids sec peut etre mesure pour un petit nombre de grosses
cellules ou pour un grand nombre de petites cellules. Ce poids sec exprimera la croissance

de la culture sans se preoccuper de l'etat de developpement de chaque individu-
cellule (Bui lew, 1953, p. 76-85). Tamiya et coll. ont propose une division du meta-
bolisme photosynthetique. Le premier peut s'effectuer aussi bien ä l'obscurite qu'ä
la lumiere, alors que le second n'est possible qu'ä la lumiere et de plus qu'il est le seul ä
permettre une augmentation de poids sec de la culture en regime carboautotrophe.

Nos etudes sur 1'evolution physiologique des cultures d'algues nous ont amene ä

proposei les definitions suivantes qui different un peu de Celles de T a m i y a, bien qu'elles
s'en rapprochent beaucoup par certains cotes:

Nous appellerons croissance d'un etre vivant l'ensemble des processus metaboliques
conduisant ä une augmentation ou ä une reorganisation des reserves d'energie de
cet individu. A un moment donne, cette croissance est done constitute par un ensemble
de reactions biochimiques en equilibre dynamique.
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Le developpement est alors caracterise par toute modification, apparition, on

disparition d'un ou plusieurs de ces processus metaboliques, c'est-ä-dire par toute
modification dans l'equilibre dynamique de Pensemble des reactions biochimiques
de cet etre vivant. Cette modification se marque tres souvent par un changement

morphologique de Findividu. On appellera developpement la succession de ces

modifications.

Ces deux definitions sont generales et peuvent aussi bien s'appliquer au regne
animal qu'au regne vegetal, aux etres unicellulaires que pluricellulaires.

II est bien evident que, ces definitions etant generales, il est necessaire de les preciser
dans chaque cas particulier par la description des differentes etapes de la croissance et

du developpement. Considerons un exemple:
Pour une plante superieure (cereale, par exemple), le developpement passe par plusieurs phases

bien connues (Stroun, 1956): phase de germination; phase d'allongement des tiges; formation de

l'epi; floraison et maturation des caryopses, etc. Une analyse plus detaillee des modifications du

metabolisme permettrait (et permet aux speciahstes) de distinguer certamement de plus nombreuses

etapes encore. Notre but n'est point ici d'6numerer exhaustivement les phases propres ä chaque

type d'etre vivant, mais de fournir une definition du developpement plus generale, en ce sens qu'elle
s'harmonise avec la definition de la croissance. II est certain que pour un physiologiste des plantes,

qui se base essentiellement sur les modifications morphologiques externes du v6g6tal, le decoupage
de l'existence d'une plante en phases de developpement sera different de celui que ferait un bio-
chimiste attache ä etudier les phenomenes enzymatiques de la meme plante. Les etapes du biochimiste
seront beaucoup plus nombreuses parce que plus dbfimssables, mais on retrouvera certamement
des correlations entre les deux evenements, marquant que les etapes physiologiques sont determines

par les etapes biochimiques, elles-memes d'ailleurs predetermines par 1'mformation hereditaire

contenue dans la cellule-ceuf originelle.
La croissance de cette plante au cours de toutes ces etapes sera mesuree par l'accumulation

d'energie, l'orgamsation des reserves et la formation de metabolites essentiels. Cette croissance ne

comprend pas seulement les processus photosynthetiques pour les plantes ä chlorophylle, ou les

processus d'assimilation pour les etres carbohet6rotrophes, mais tous les processus metaboliques,

y compns ceux-memes qui ameneront aux modifications du developpement. Ainsi la formation
du celebre et si controverse «stimulus floral» fait partie de la croissance de la plante: la modification
apportee par ce «stimulus» determine, elle, une etape du developpement. (Reprenant en le parodiant
un peu le langage des mathematiciens, on pourrait dire que la vie, ou mieux le deroulement de la

vie dans le temps etant une fonction, la croissance est la derivee premiere de cette fonction, alors

que le developpement en est la denvee seconde.)

La vie d'une chlorophycee unicellulaire est relativement simple: les resultats de

Tamiya et ses collaborateurs montrent d'une fa^on claire et precise (Iwamura et

al., 1955; Bur lew, 1953) que l'on peut tres bien differencier chez Chlorella ellipsoidea

les phases de croissance et les etapes de developpement repondant ä la definition que

nous en proposons; les etapes du developpement peuvent etre ramenees ä trois:

lre etape: Apres la division, des cellules obscures («dark cells») de forme petite, riches en chlorophylle

et tres actives photosynthetiquement, sont caracteris6es par un metabolisme accumulateur

d'energie et transformateur d'elements mineraux en aliments orgamques de base (glucides, lipides,

protides).
2e etape: Les cellules ayant grossi au cours de la premiere etape se sont transformees en cellules

de lumiere («light cells») plus grosses, mais chez lesquelles la photosynthese diminue considerable-

ment. La croissance au cours de cette deuxieme etape est constitute par un metabolisme de

rearrangement des substances orgamques formees au cours de la premiere etape du developpement; et

c'est en particulier au cours de cette deuxieme etape que se forment les elements necessaires ä la

multiplication de l'«mformation hereditaire», c'est-ä-dire les nucleosides de base du DNA,
transporter de l'heredite dans les chromosomes.

3e etape: Etape de division de la cellule en 2,4 ou 8 cellules filles qui sont des «cellulesobscures»

qui recommencent le cycle. II est bien entendu que cette division en 3 etapes du developpement est
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arbitraire, que l'on pourrait en augmenter le nombre; ce dernier depend en fait du probleme
envisage et toute discussion au sujet d'une etape en plus ou en moins serait pure dialectique. Ainsi
Tamiya, dans des publications plus recentes, a distingue plusieurs autres etapes (Dl, D2, D3, etc.)
et ll est bien evident que, pour un cytologiste, la division de la cellule mere se subdivise en plusieurs
phases mtermediaires.

En ce qui concerne les cultures d'algues, un probleme qui n'a ete que rarement
traite est celui du vieillissement des colonies: il s'agit lä d'une etape du developpement
des algues qui vient se superposer ä celles que nous venons de rappeler. C'est une
notion qui se rapporte ä la sociologie des colonies ou des cultures d'algues qui restent
longtemps dans le meme milieu. C'est une etape qui apparait d'ailleurs lentement et
progressivement: on devra ici aussi fixer arbitrairement le debut de la senescence
d'une culture, par exemple ä la fin de la periode logarithmique de croissance.

Toutes ces remarques nous ont conduit ä exprimer revolution d'une culture d'algues
en milieu non renouvele au moyen de plusieurs grandeurs deduites des resultats
obtenus par les methodes decrites plus haut:

Les premieres de ces grandeurs se rapportent ä la cellule; elles servent ä decrire
1 evolution de l'individu moyen (ou plutot de la moyenne des individus) tout au long
de la culture. Ce sont:

a) le volume d'une cellule, exprime en microns cubes obtenu en divisant le volume cellulaire frais
(methode N° 2) en millimetres cubes par litre, par la densite cellulaire (methode N° 1) exprimee
par le nombre de cellules par millimetre cube et en multipliant ce quotient par 1000;

b) on peut admettre que la densite d'une algue est egale ä 1 g/cm3. Alors le volume cellulaire (volume
d'une cellule), exprime en microns cubes, multiplie par 10 6 donne le poids frais d'une cellule en
gammas;

c) le poids sec d'une cellule, exprime en gammas (milhemes de milligramme), obtenu en divisant
le poids sec de la culture (methode N° 3) en milligrammes par litre, par la densite cellulaire
(nombre de cellules par millimetre cube) et en multipliant le quotient obtenu par 10-";

d) le pourcent d'eau de la cellule, obtenu en soustrayant le poids sec du poids frais de la cellule et
en faisant le rapport de cette difference (qui mesure la quantite d'eau dans la cellule) au poids
frais;

e) le pourcent de matiere fraiche de la cellule, obtenu en faisant le rapport, exprime en pourcent
du poids sec au poids frais d'une cellule.
On pourrait ajouter ä ces notions celles de la quantite de chlorophylle par cellule, de la quantite
d azote orgamque par cellule, etc. Nous ne l'avons pas fait pour ne pas surcharger l'mterpreta-
tion des resultats obtenus.

Une autre serie de grandeurs se rapporte ä la demographie de la culture, c'est-a-dire
ä la population d'algues dans le recipient de culture, consideree dans son ensemble.
Ce sont:

f) la densite cellulaire ou nombre de cellules par millimetre cube de culture, obtenue par comptage
statistique (methode N° 1);

g) le volume occupe par les algues ou volume cellulaire frais, exprime en millimetres cubes par
litre de culture, obtenu par centrifugation (methode N° 2).
Ce chiffre mesure aussi le poids frais de la colome d'algues en milligrammes par litre;

h) le poids de matiere seche de la population algologique, exprime en milligrammes par litre de
culture, obtenu par pesee (methode N° 3).
Enfin d'autres grandeurs permettent de suivre le metabohsme orgamsateur de la culture. Ce sont:

i) la consommation du nitrate par la culture, obtenue en mesurant le N03" non consomme dans
le milieu de culture;

k) la quantite de chlorophylle formee, exprimee en milligrammes de chlorophylle (a + b ou a et b
separees) par gramme, soit de poids sec, soit de poids frais de la culture. On peut facilement
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exprimer ce taux de chlorophylle en gammas par cellule, mais cette grandeur n'a que peu de

signification pour nos experiences;
1) le taux photosynthetique, exprime en millimetres cubes d'oxygene degage dans les conditions

de la mesure (methode N° 9) pour une suspension d'algues contenant 100000 cellules par
millimetre cube.

Toutes ces expressions fournissent une certaine indication de l'etat du developpe-
ment ou de la croissance, ou des deux ä la fois, au cours de 1'evolution de la culture.
Nous reviendrons dans la discussion des resultats sur la signification de chacune des

expressions ci-dessus et leur interpretation dans le cadre des definitions que nous
avons essaye de poser plus haut.

III. Croissance et developpement des algues en milieu autotrophique pur,
heterotrophique pur et mixte (autotrophique et heterotrophique)

Dans une precedente publication (Chodat et Schopfer, 1960), nous avons tente
de montrer que l'appareil photosynthetique d'une algue ne peut pas depasser cer-
taines limites dans l'utilisation des diverses sources d'energie et de matieres qui lui
sont offertes (C02 et lumiere d'une part en autotrophie; carbone organique sous

forme de glucose d'autre part). La conclusion de cette publication postulait un facteur
limite d'utilisation de l'energie mise ä disposition de la cellule. Nous avions surtout

essaye de montrer que le mode d'estimation de la croissance d'une culture peut
conduire ä des erreurs d'interpretation relative au comportement de cette culture:

un «effet synergique» que l'on croyait constater en fin de culture correspondait en

realite ä une dissipation et surtout ä une mauvaise utilisation des ressources energe-
tiques olfertes.

La «croissance» de la culture est estimee par le comptage du nombre total de

cellules par unite de volume. En fin de culture, cette «croissance» est plus elevee dans

un milieu mixte (c'cst-ä-dire oü les algues sont ä la fois autotrophiques et hetero-

trophiques: lumiere + glucose) que dans un milieu purement autotrophique (lumiere
sans sucre) ou purement heterotrophique (glucose ä l'obscurite); la valeur de la croissance

en milieu mixte depasse meme la somme des croissances dans les deux milieux
autotrophe et heterotrophe (ä l'exception toutefois des cultures aerees et agitees oil
la combinaison mixte produit une recolte finale plus faible que l'heterotrophie pure).

Nous avons cultive quatre especes d'algues:

Algue N° 3 Scenedesmus obtusiusculus

Algue N° 24 Chlorella rubescens

Algue N° 50 Stichococcus diplosphaera
Algue N° 116 Oocystis Naegeli

Les cultures sont faites soit dans des Erlenmeyers de 100 ml, contenant 60 ml de

milieu, soit dans des ballons de 3 1 (appeles «Phycogenes») contenant 1,8 1 de milieu,
avec agitation et aeration.

Le milieu de culture est le milieu mineral Detmer/3, auquel on peut ajouter une

source heterotrophe de carbone sous forme de glucose. Sur la base des compositions
des milieux, nous avons distingue trois «regimes» que nous designons symbolique-
ment par des lettres majuscules:

R6gime A: Carboautotrophie pure: croissance des algues en milieu mineral. L'energie est

fournie par la lumiere (tubes fluorescents dclairant les cultures).
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Regime H: Carboheterotrophie pure: croissance des algues en milieu mineral sans furniere.
La source d'energie est fournie par du glucose ä 2%.

Rdgime M: Regime mixte: croissance en milieu mineral additionne de glucose (2 %), ä la lumiere.
L'energie est fournie par le glucose et par la lumiere; les algues beneficient ä la fois de la carbo-
autotrophie et de la carboheterotrophie.

Au bout d'un certain temps, la culture est arretee et l'on mesure sa croissance par
comptage du nombre de cellules par millimetre cube au moyen de l'hemacytometre.

Le tableau 3 donne le resultat des experiences faites: les colonnes 5, 6 et 7 donnent
le nombre d'algues par millimetre cube dans le milieu en fin d'experience; la colonne 8
donne la somme calculee des «croissances» en milieu A et en milieu H.

Tableau 3

N9
exper.

M'de
lalgue

duree
exper.

lumiere
lux

Croissance celt/mm3 (A)+M
calcule

effetsyn-
erg/yueS

Mode de
cultureA U fl

102-6 116
300

3 OOO

3 350

5 750
8 400

17 400

16 700

12 250

14 1SO

4 42%
4 32 %

Lrlenmeyer

102-0

116 60/
900

3 000

7 OOO

6350
S300

17 700

21 600

12 300

11 650

4 44 %

485 %
Lrlenmeyer

3 60/
$00

3000

12 4SO

15 800
9 200

39 OOO

34 50O

21 650

25 500

180 %

438 %
Lrlenmeyer

102-11
so

24
«V
"J

1600

1800

23 200

5 2.50

42 400

227

116 500

7 450

65 600

5477
479 %

439 $
Lrlenmeyer

102-13 116

38/

2500
2 50O

6 500

9250

13 050

21 500

9 100

11 750

19 550

30 750

'53 %

- 62 %>

Ballon 31.

Effet synergicfue 3 -
(A)+(H)

100 en %

On peut constater que la recolte en milieu mixte M est plus grande que la somme
des recoltes en milieu A et H, sauf pour les cultures aerees et agitees. En d'autres
termes, le fait de combiner la carboautotrophie et la carboheterotrophie en regime
M peut produire une recolte superieure ä celle des regimes A ou H.

Dans le cas des cultures non agitees et non aerees, nous pourrions conclure, sur la
base de l'examen de ces chiffres, qu'il y a un effet de Synergie des deux systemes de
biosynthese carboautotrophe et carboheterotrophe dans le regime mixte.

Nous pourrions definir cet «effet synergique» par la formule arithmetique :

p (M) - [(A) + (H)] tnno —— • 100 en pourcent
(A) + (H)

dans laquelle (A), (H) et (M) representent le nombre d'algues par millimetre cube
dans chacun des milieux A, H et M respectivement en fin de culture.

La valeur de S est reportee dans la colonne 9 du tableau. Cet effet est positif pour
les cultures en Erlenmeyers, mais negatif pour les cultures en ballon (qui sont agitees
et aerees).
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Discussion

L'interpretation donnee ci-dessus se base uniquement sur l'analyse arithmetique
(calcul d'un pourcent) des resultats finals de l'experience. Ce n'est en realite qu'une

apparence.
Une analyse plus approfondie des resultats doit faire appel aux mathematiques.

II est possible d'exprimer la croissance d'un vegetal, et en particulier d'une culture
d'algues, par une equation qui lie la grandeur mesuree, caracterisant la croissance

(nombre de cellules par millimetre cube dans notre cas), au temps; l'equation la plus
simple est celle de Blackman (1919) qui exprime que l'accroissement du nombre de

cellules pendant un intervalle de temps determine est proportionnel au nombre de

cellules au debut de cet intervalle:

N nombre d'algues par millimetre cube

dN k N dt t temps en jours
k coefficient de croissance (constant)

que l'on peut integrer sous forme logarithmique ou sous forme exponentielle:

In N/N0 k t
ou Loi de Blackman

N N0 ek 1

avec JV0 nombre d'algues au temps t o

(inoculation)

Admettons que cette equation soit applicable aux essais que nous avons faits. Le
nombre de cellules Nest proportionnel ä la quantite d'un certain «facteur de division»
F; en premiere approximation, et comme hypothese de travail, nous pourrions assimiler

ce facteur F au nombre des chromosomes dans la cellule, dont on sait que le nombre

par cellule est fixe, et par extension - mais cette proposition reste ä prouver - ä la

quantite d'acide desoxyribonucleique ADN par cellule, dont on sait que la quantite
double dans la cellule avant chaque division (travaux de Tamiya et coll.).

N c F
ou sous forme differentielle:

dN c dF c est une constante

Dans le Systeme de biosynthese carboautotrophe A agissant isolement, la production
de ce facteur F doit etre proportionnelle au nombre N des cellules et au temps (c{a

coefficient de proportionnalite):

dFA qA N dt
d'oü:

dN c dFA c qA N dt

et, puisque

dN ^ /(a N dt pour ce regime A:
kA c qA
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De meme, pour le Systeme de biosynthese carboheterotrophique (regime M), on
doit avoir de la meme facjon:

dF][ qi{ N dt
et

kH c qu

Supposons que les systemes A et H fonctionnent parallelement dans la meme
cellule, sans qu'il y ait des interferences entre eux, et que chacun d'eux travaille avec
le meme rendement que dans son Systeme respectif isole, la quantite de facteur F
formee doit etre theoriquement egale ä la somme des quantites fournies par chacun
des systemes A et H isolement; designons ce Systeme theorique suppose par (A + ff):

dFA+H dFÄ + dFH fei + qn) N dt
or:

dN c dF (c qA + c qH) N dt
et:

dN (kA + kH) N dt

Dans le Systeme theorique suppose A + H, la croissance doit se faire aussi selon la
loi logarithmique deBlackman:

dN kA+u N dt

En comparant cette formule ä celle qui precede, on voit que, theoriquement, si les
deux systemes A et ff, mis ensemble, travaillaient chacun independamment, on
devrait avoir:

kA+H kA + ku

En d'autres termes:

en regime A, 1 ensemble des processus de biosynthese dans une cellule, en particulier
ceux de synthese du «facteur de division», fonctionnent avec comme seule source
d'energie la photosynthese;

en regime H, l'ensemble de ces memes processus de biosynthese dans une cellule
utilise comme seule source d'energie le carbone heterotrophe du glucose, c'est-ä-dire
la respiration;

en regime M, l'ensemble de ces memes processus de biosynthese beneficie ä la fois
de ces deux sources d'energie carboautotrophe et carboheterotrophe.

Si, en regime M, la cellule utilise chacune des deux sources au meme taux qu'elle
le fait en regime A et en regime H seuls, c'est-ä-dire si eile fonctionne comme le regime
theorique A + H defini ci-dessus, on peut dire qu'il y a simplement cumul des sources
energetiques, mais que la synergie est nulle, ni positive ni negative. La Synergie est
alors definie ici mathematiquement comme la difference entre la quantite de facteur
de division produit par unite de temps en regime M, diminuee de la somme des quantites

du meme facteur synthetisees dans le meme temps pour chacun des deux regimes
A et H isolement.

Dans le regime M, chaque cellule a precisement ä sa disposition les deux sources
autotrophes et heterotrophes. Nous pouvons done dire que la synergie, telle que nous
venons de la definir mathematiquement, sera:
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nulle si Ica + kH
positive si kM> ka + kH
negative si &m< kA + kn

Application aux experiences faites

Nous ferons les calculs en adoptant les logarithmes decimaux au lieu des logarithmes
neperiens. La loi de croissance s'ecrit:

log N/N0 k' t avec E — 0,434 k

k' -y log N/N0

1. Conditions non aerees et non agitees

Exemple: Experience 102-6. Algue 116

t 45 j
Regime A (900 lux) N =10 k'a -7^ log 385 0,057

N° 3850 45

1
t 45 j

Regime H N 10 k'H log 840 0,065
N° 8400 45

t 45 j j
Regime M (900 lux) N 10 Em — log 1740 0,072

N° 17 400 45

Calcul theorique du Systeme A + H sans interferences:

k'A+H 0,057 + 0,065 0,122

D'une fa?on generale, on constate que:
kM< kA+H
kM> kA
kM> kH

pour toutes les experiences faites avec 4 especes d'algues, pour les eclairements
lumineux choisis, sans aeration et sans agitation.

2. Conditions aerees et agitees

Exemple: Experience 102-13. Algue 116

Regime A t 38 j
N 10 k'A 0,078
N° 9250

t 38 j
Regime H N 10 k'n 0,090

N° 21 500

t 38 j
Regime M N — 10 Em 0,081

N° 11 750
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Calcul theorique du Systeme A + H sans interferences:

k'A+H 0,078 + 0,090 0,168

D'une faqon generale, on constate que:
kni < kA+H
ku> kA
kM< kH

pour l'experience faite, avec l'algue 116, pour l'eclairement choisi, avec aeration et
agitation.

II semble done bien que nos experiences prouvent ce fait, paradoxal ä premiere
vue, que l'apport simultane d'energie carboautotrophique et carboheterotrophique
ä une culture en milieu M - autrement dit la presence simultanee dans une cellule des
deux systemes de biosyntheses carboautotrophes et carboheterotrophes - ne permet
pas ä chacun de ces deux systemes A et H de biosynthetiser le facteur F avec le meme
rendement que lorsqu'ils fonctionnent separement en milieu A et H. Cette conclusion
est valable aussi bien pour les cultures agitees et aerees que pour Celles non agitees ni
aerees. Dans tous les cas etudies, nous constatons que:

kM< kA + kn
c'est-ä-dire que la synergie est negative.

En realite, cette loi de Blackman (1919) n'est valable que dans les premiers temps
du developpement de la culture. La consommation des elements plastiques et oligo-
dynamiques du milieu de culture produit un ralentissement de plus en plus marque de
la multiplication des cellules; Robertson (1908, 1923) a propose une autre formule
qui tient compte de cet epuisement progressif des aliments: Fhypothese admise par
cet auteur est que le facteur de proportionnalite k de la loi de Blackman n'est plus
constant, mais est lui-meme proportionnel au nombre de cellules qui peuvent encore
etre creees avec les ressources plastiques de la culture; on remplace dans l'equation
de Blackman

k par K (R-N)
avec R nombre maximum de cellules possible dans la culture lorsque tous les
aliments sont epuises

K nouvelle constante de croissance

L'equation differentielle de la courbe de croissance s'ecrit alors:
dN K(R-N)Ndt

Une integration nous donne la loi de croissance dite de Robertson :

R - N0 N
"HvT- + *~inr - KRI

ou sous forme exponentielle:

IV (R-N)eKRtK — iVo

avec: N nombre de cellules par millimetre cube au temps t
N0 nombre de cellules par millimetre cube au temps t 0
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R nombre maximum de cellules par millimetre cube que permettent les

reserves de nourriture
K nouveau coefficient de croissance

Nous pouvons reprendre le meme raisonnement que nous avons fait au sujet de

l'equation de Blackman:
Si le nombre de cellules est proportionnel ä la quantite Fd'un «facteur de division»,

on a:
N cF

et
dN cdF

Dans chacun des systemes de biosynthese (A, ou Fl par exemple), nous pouvons ici
aussi admettre que la production de ce facteur F est proportionnelle au nombre de

cellules:

dFa qa N dt

(le facteur de proportionnalite q n'est plus ici une constante, mais une fonction de N)

or: ANa — c dFA c qA N dt

d'autre part, l'equation differentielle de Robertson s'ecrit:

dNA - kA (R - N) N dt

d'oü:

ou:

K=C'qA
R-N

Ka
qA= — (R-N)

c

(R - N) represente les reserves d'azote ou tout au moins de nourriture.

Transformons mathematiquement ces equations:

—^ — (i? - N) N
dt c

dFAl N Ka Anpuis: —-— (R-N)dt c

Cette derniere equation nous indique que: admettre la loi de croissance de Robertson,

c'est admettre que la vitesse de biosynthese du facteur F dans une cellule est

lineairement proportionnelle ä la quantite de nourriture, plus particulierement azotee,

restant dans le milieu (azote nitrique non consomme dans nos experiences en milieu
Detmer/3).

<—^JL
represente la quantite de facteur F synthetise par une cellule dans le

dt
temps dt.

Plus l'azote disparait, plus la vitesse de formation du facteur F diminue. Cette

formule est la meme que celle d'une reaction monomoleculaire en cinetique chimique,
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mais cela ne veut pas dire que la formation de ce facteur F soit une reaction mono-
moleculaire. II n'y a la qu'une similitude de forme mathematique indiquant que les
deux problemes sont traites selon le meme processus d'analyse.

Pour le milieu heterotrophe pur H, on a de meme, par le meme raisonnement:
dFn qh N dt
dNjj c dFu c qn N dt

Si les deux systemes sont supposes travailler independamment (A et ff) dans le
Systeme M, alors on doit avoir:

dFA+H dFj\ + dFn
dFA+H Qa N dt + qn N dt
dNA+H — c dFA+H (c qA + c qH) N dt

et dNA+H (Ka + Kh) (R- ri) N dt d'autre part
dans le Systeme mixte experimental M, on a:

dN+j Km (R - N) N dt

on devrait constater experimentalement que:
Km KA + KH

Application aux experiences faites

Nous ferons ici aussi les calculs en adoptant les logarithmes decimaux au lieu des
neperiens. L'equation de Robertson peut s'ecrire:

R - N0 N
log ——- • ——— — K Rt avec K' 0,434 K

N0 R - N

Exemple: Experience 102-13. Algue 116

Au 38e jour, 85 % de l'azote mineral a ete transforme en azote organique. La density
de la culture etant de 21 500 algues par millimetre cube, nous pouvons admettre que
le nombre maximum d'algues est de 24000/mm3 (correspondant ä 95% de l'azote
mineral assimile).

Calculons les valeurs de K'^, K'h et K'm pour les dilferentes mesures de la densite
cellulaire effectuees:

R 24 000 cell./mm3 R - N0

No 31 cell./mm3 A'0

Tableau 4

Temps t JFa K'h K'a+h — K'a+K'h K'm
Jours Experience Experience Calcule Experience

12' 6,8 10-« 3,6-10-6 10,4-10-« 8,4-10-«
21 5,1 -10~6 5,9-10-9 10,9 10-« 5,2-10"«
38 3,0 10-9 4,2 10-6 7,2-10"« 3,1-10-«

Nous pouvons constater, tout au long de cette experience, que:
K'm < K'a+h
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Les memes calculs, effectucs pour toutes les experiences que nous avons faites et

qui sont reportees au tableau ci-dessus, montrent que cette relation:

K'm < K'a+h
est toujours verifiee.

En adoptant l'equation de Robertson pour representer la croissance d'une culture,
nous constatons que nous arrivons ä la meme conclusion qu'en appliquant celle de

Blackman:

Lorsque les deux systemes de biosynthese carboautotrophique et carboheterotro-
phique fonctionnent simultanement dans une culture d'algues, le rendement de chacun
d'eux est moins bon que s'il fonctionnait seul dans une culture soit purement auto-
trophique, soit purement heterotrophique.

En d'autres termes: il se produit dans les cellules en regime mixte des interferences
dans l'utilisation des deux sources d'energie, conduisant ä une mauvaise utilisation
de l'energie totale mise ä disposition de la cellule.

Ou encore: le rendement global de l'utilisation des energies carboautotrophe et
carboheterotrophe en regime mixte est moins bon que la somme des rendements
d'utilisation de ces deux formes d'energie en regime A et en regime H purs, respective-
ment.

Cette conclusion est l'inverse de celle que nous avions obtenue par l'analyse arith-
metique des denombrements des cellules en Erlenmeyers.

L'application de cette equation de Robertson aux cultures d'algues de nos essais

nous a montre qu'elle nous donne une courbe de croissance qui se rapproche suffi-
samment des points experimentaux mesures. Elle donne une representation du
phenomene de croissance bien meilleure que la loi de Blackman.

En admettant que la croissance puisse etre representee par cette equation de

Robertson, nous avons retrouve dans les experiences les conclusions que nous
avions pu obtenir en admettant l'expression logarithmique de Blackman, ä savoir
que:

Lorsque les systemes de biosynthese carboautotrophe et carboheterotrophe fonctionnent
simultandment dans une meme cellule, leur rendement d'ensemble est plus petit que la somme des
rendements qu'ils ont en fonctionnant isolement. II n'y a pas synergie. L'un ou l'autre (ou les
deux ä la fois) des deux systemes est gene par l'existence ou le fonctionnement de l'autre.

On pourrait essayer d'expliquer cette diminution de rendement en faisant intervenir
les phenomenes de photophosphorylation (photosynthese) et de phosphorylation
oxydative (respiration) qui dependent toutes deux de la quantite totale d'ADP pre-
sente dans la cellule. Tel n'est pas notre but. Nous avons simplement voulu montrer
que la representation d'un phenomene par une equation mathematique a permis de
donner de ce phenomene une tout autre interpretation que celle que la simple analyse
arithmetique des resultats laissait ä supposer.

11 n'est en tout cas pas possible, sur la base de nos seules experiences, de dire quel
est le Systeme de biosynthese defavorise, ou dans quelle proportion chacun des deux
systemes est utilise par la cellule (Bristol-Roach, 1928).
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II nous parait en outre interessant de relever ici une observation remarquable en ce
qui concerne le tableau des coefficients K' (page 32) calcules pour {'experience 102-13
(cultures en milieu aere et agite).

Le facteur K' evolue dans le temps de fagon differente selon que l'on a affaire ä
une culture ä la lumiere (milieux A et M) ou ä l'obscurite (milieu H):

A la lumiere, le facteur K' prend rapidement une valeur assez elevee des le debut de la culture
(K'a 6,8 10" au 12e jour; K'm 8,4 10" au 12e jour), puis d6croit lentement au fur et ä mesure
que la culture vieillit.

A l'obscurite, le facteur K'h reste assez faible au debut de la culture (3,6 10" au 12e jour),
puis augmente pour depasser les valeurs de K' pour les cultures ä la lumiere au 21e jour. Sa valeur
rediminue ensuite, mais proportionnellement beaucoup moins rapidement que pour les cultures ä
la lumiere.

Rappelons que le coefficient K' represente une mesure du taux de croissance,
puisque:

R - N dt

^
r ALGUE 116 Exaer 102-13

io-io H
Evolution äu coefficient de

10
-| 1 1 1

20 30 Jours

cellules parmm3

20000-

10000-

Figure 1
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La figure 1 montre, d'une part, revolution des facteurs K' en fonction du temps,
d'autre part, l'allure des courbes de croissance des cultures correspondantes; on
voit d'une fa<;on tres nette que l'augmentation tres lente du facteur K'h en
heterotrophic pure se marque par une periode de lag prolongee pour la culture.

II apparait done que la division des cellules ä la lumiere demarrerait beaucoup
plus rapidement qu'ä l'obscurite. En carboheterotrophie pure, la periode de lag est

beaucoup plus grande qu'en regime A ou H. La lumiere represente en quelque sorte
une source d'energie qui permet ä l'algue d'acquerir plus rapidement le pouvoir de
se diviser que ne le lui permet une source d'energie exogene telle que le glucose.

Ou, en d'autres termes, tout se passe comme si l'algue qui est par nature un organisme
carboautotrophe preferait l'energie photosynthetique pour ses besoins de division
caryocinetique.

IV. Les cultures d'algues en presence de sulfanilamide

1. Les effets de la sulfanilamide sur les etres vivants

C'est en 1935 que Domagk puis Trefouel et coll. decouvraient les proprietes
bacteriostatiques et therapeutiques de ce que l'on a appele plus tard les sulfamides.
En 1940, dejä, Woods (1940) publiait les resultats de ses travaux historiques sur le
renversement de Taction bacteriostatique de la sulfanilamide par l'acide paraminoben-
zoique. On a admis des ce moment que la ressemblance des structures chimiques de
ces deux substances etait la cause de cet antagonisme. Dans ce cas particulier, l'anta-
gonisme est dit competitif: c'est Taction de la substance preponderante quantitative-
ment dans le milieu qui 1'emporte. Cette action peut etre renversee en augmentant le
taux de la substance minoritaire.

Le fait que l'acide paraminobenzoi'que fait partie integrante de l'acide folique
explique une grande partie des effets de la sulfanilamide. L'acide folique est en effet
une coenzyme qui intervient dans de nombreuses reactions biochimiques necessitant
Tincorporation d'un reste ä un atome de carbone (methyl, formyl, etc.). Le remplace-
ment dans sa molecule de l'acide paraminobenzoique par la sulfanilamide ne l'empeche
pas de prendre sa place de coenzyme dans l'enzyme consideree, mais ne lui permet
plus de jouer son role de fournisseur de restes ä un atome de carbone.

L'action cytostasique de la sulfanilamide s'explique ainsi par le role que joue
l'acide folique dans la biosynthese des acides nucleiques au niveau de la formation des
bases puriques et de la thymine (base pyrimidique) lors de la biosynthese des nucleotides

correspondants.
Nous ne pouvons que reprendre ci-apres les Schemas de biosyntheses de ces divers

corps et leurs formules dans l'excellent ouvrage de J.-N. Davidson (1960), qui
montrent bien le role de l'acide tetrahydrofolique.

Les figures 2, 3 et 4 resument certaines des operations biochimiques auxquelles
l'acide folique participe. Cette molecule est d'une part susceptible de s'enrichir
de groupes methenyl, formyl, hydroxymethyl (v. fig. 2) et d'autre part de transferer

ces groupes aux precurseurs de nucleosides (desoxyuridine, glycinamideri-
botide et 5 aminoiminazole-carboxamide-ribotide). Ce rappel des beaux travaux
exposes par Davidson suffit pour illustrer quelques-uns des points d'impact de
l'acide folique dans le cas particulier de la biosynthese des nucleosides.
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La formule de l'acide 5, 6,7, 8 - tetrahydrofolique developpee ä la figure 2-permet
enfin de situer la position centrale dans cette molecule de l'acide paraminobenzo'ique.
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Comme nous le disions plus haut, lorsque des quantites massives de sulfanilamide
sont presentes au moment de la biosynthese de l'acide folique, eile peut se substituer
ä l'acide paraminobenzoique; il resulte de cette substitution une molecule qui a

perdu ses proprietes caracteristiques.
Les travaux de Davis (1951) ont egalement montre l'importance de l'acide folique

dans la formation de la Vitamine B12. II est certain que cet acide folique intervient
dans de nombreuses autres reactions et que son spectre d'action doit etre extremement
varie. II ne saurait etre question d'en etudier tous les aspects dans ce modeste travail.

OH OH

-A A
^ jjn -f-Acide Hs hydroxymethyl - N C-CH20H

0£ CH letrahydro/ohque\ / —
N CHaOH
I |

»\ —/»
OH H

II

: CH\ /N
I .0

CH20H

H 9—

|

n/c
OH H

Desoxyundine Shydroxymethyl-
de'soxyuridine

Figure 4

2. Revue des travaux effectues sur les effets des sulfamides sur les algues

Les premiers travaux de F. Chodat et coll. sur 1'influence des sulfamides sur les

algues vertes datent de 1939, soit peu de temps apres la decouverte des proprietes
bacteriostatiques de ces substances.

Le but de ces recherches etait d'operer sur un materiel dont il etait plus aise d'ob-
server les modifications cytologiques et cytochimiques.

Les premieres etudes (Chodat et Olivet, 1940, 1941) porterent sur des algues
exclusivement sensibles aux sulfamides; les observations cytologiques etaient
caracteristiques : presence de nombreuses cellules de grande taille n'ayant pas pu se diviser
en cellules filles. «La sulfanilamide freine la sporulation et non la croissance des

cellules.» Des algues ä tendance filamenteuses (Hormidium) voient la longueur de
leurs chaines croitre sous l'effet de la sulfanilamide; dans ce cas, la sulfanilamide em-
pechait la gelification des matieres pectiques de la membrane exterieure de l'algue.

Le troisieme travail (Chodat et Soloweitchik, 1942) met en evidence ä la suite
de la publication de Woods (1940) et du travail de Wiedling (1941), le role pro-
tecteur de l'acide paraminobenzoique contre les effets de la sulfanilamide. En meme
temps il montre la resistance remarquable de l'algue N° 116 Oocystis Naegli aux effets
de celle-ci. Wiedling (1941) avait montre que les diatomees sont sensibles ä Faction
des sulfamides et que l'acide paraminobenzoique est capable de renverser cette
inhibition.

Un quatrieme travail, tres important, montrait que la «sulfanilamide retarde et
entrave la degenerescence lipidogene des cellules carencees en azote. La vitamine
H' (acide paraminobenzoique) annule la toxicite de la sulfanilamide, mais ne supprime
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pas son role d'inhibifeur de la lipidogenese.» Ce travail laissait pendante la question
de savoir si la sulfanilamide pouvait ceder aux algues l'azote de son amide.

En 1953, Blondel publie sa these; principalement consacrees aux algues resistantes,
appelees «compensantes», ses recherches ont montre que le temps apres lequel la
sulfanilamide est introduite dans le milieu de culture, ou l'ampleur plus ou moins
grande de 1'inoculation jouent un grand role dans la capacite de compenser plus
ou moins rapidement les elfets de la sulfanilamide.

Les algues resistantes ou «compensantes» presenteraient dans les premiers jours de
culture une sensibilite aux sulfamides qu'elles surmonteraient ensuite. Le facteur
responsable du taux de croissance normal serait endocellulaire. Les cultures seraient
moins sensibles pendant la phase logarithmique de croissance. L'explication de ces
phenomenes tiendrait en la mise en action de processus enzymatiques de synthese
dont la cellule ne se sert pas en milieu normal.

Signalons pour terminer un travail de Johnston (1959) sur les effets de certains
antimetabolites sur le comportement d'algues marines. Cet auteur a utilise cette
methode pour tester les besoins de croissance des diverses especes etudiees. II a montre
que l'effet inhibiteur de la sulfanilamide est proportionnel ä sa concentration et que
certaines especes (Skeletonema, Navicula, etc.) sont plus sensibles que d'autres
(Gymnodinium, Chromulina), insensibles ä des doses de 10 2 M. La vitamine B12
aurait, selon cet auteur, un effet protecteur envers la sulfanilamide; on sait en effet
que l'acide paraminobenzoique joue un role dans le metabolisme de la vitamine B12.

3. La photosynthese des algues en presence de sulfanilamide

Bien que l'on sache que la sulfanilamide doit ses proprietes cytostasiques ä son
effet antagoniste sur l'acide folique et par lä sur la formation des acides desoxyribo-
nucleiques de certaines souches de micro-organismes sensibles, il etait necessaire, en
ce qui concerne les algues, d'etudier si la sulfanilamide avait une influence sur la
photosynthese des algues sensibles, puisque son action n'etait connue que sur des
etres carboheterotrophiques.

En effet, si la sulfanilamide montrait un effet inhibiteur sur le cycle de la
photosynthese de certaines souches d'algues, l'effet cytostasique constate pourrait n'etre
qu'un effet secondaire, sans analogie avec celui que l'on constate chez les organismes
heterotrophes.

La mesure du taux photosynthetique des algues ä l'appareil de Warburg a ete
faite pour trois especes d'algues choisies parmi les mieux connues du point de vue
de leur Physiologie et de leurs reactions ä la sulfanilamide:

Algue 3 Cette algue a ete cultiv6e en milieu Detmer/3 (autotrophic) pendant 35 jours ä la
lumiere artificielle (4000 ä 5000 lux). Puis la culture est divisee en deux lots dont 1'un est impregne
de sulfanilamide ä raison de l°/00, et l'autre conserve comme temoin. Deux mesures ont ete faites:
la premiere apres 35 heures et la seconde apres 70 heures d'impregnation ä la sulfanilamide. Pour
l'expenence, les algues ainsi traitees sont centrifugdes, de fa?on que leur concentration soit suffi-
samment elevee, puis reprises dans le milieu tampon de Warburg N° 9.

Algue 50: Cette algue a 6te egalement cultivee en carboautotrophie pendant 9 jours, puis lmpre-
gnee de sulfanilamide ä raison de 1°/00 pendant 2 heures. Les mesures sont faites, apres concentration
des cellules, comme ci-dessus, et compardes aux memes mesures faites sur des cellules non mtoxi-
quees. Le graphique de la figure 5 nous montre le deroulemcnt de {'experience en fonction du temps.
On constate que les points representatifs de la quantite d'oxygene evolud au cours des trois phases -
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obscurit6 — lumiere — obscurite — de l'experience sont statistiquement indifferenciables pour les

algues intoxiquees et pour Celles non impregnees de sulfanilamide.

ALGUC50 -PHOTOSYNTUESE

Mesures a l'appareilde Warburg

Lvolution d'Dz

Algue 116: Cultivee pendant 36 jours en autotrophie pure dans les memes conditions que
ci-dessus, puis impregnee de sulfanilamide pendant 36 heures, l'algue 116 a 6te testae quant ä son

intensite photosynthetique selon la meme methode.

Les resultats des mesures sur ces trois souches sont reportes sur les graphiques de

la figure 6:

En abscisses, on porte la concentration, en algues par millimetre cube, dans le milieu oil ont
6te faites les mesures du taux photosynthetique.

En ordonnees, le taux photosynthetique des algues, exprime par le volume (en mm3) d'oxygene
ä pression et temperature standard, libere en 10 minutes par 3-108 (300 millions) de cellules de

l'algue, ä la concentration et dans les conditions d'eclairement et de temperature de la mesure. Ce

nombre de 3 • 108 cellules correspond ä une concentration standard de 100000 cellules par millimetre
cube dans les 3 ml de suspension d'algues introduites dans l'appareil de Warburg.

Par exemple l'experience avec l'algue 116 nous a donne les resultats suivants: pour
une concentration de 66 800 algues par millimetre cube, en presence de sulfanilamide,
le volume d'oxygene degage par la photosynthese de 3 cm3 de cette suspension est de

12,83 mm3 en 10 minutes. Ces 12,83 mm3 d'oxygene ont ete fournis par 66 800 x
3000 mm3 2-10s cellules. Le volume d'oxygene qui aurait ete fourni par 3-108
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cellules, dans les memes conditions de temperature, concentration et eclairement, est de:

i, 100 000
12.83 19,22 mm3 en 10 minutes

oo SOU

Cet artifice de calcul nous permet de pouvoir facilement comparer entre eux les
resultats obtenus dans des experiences oü les concentrations cellulaires etaient
differentes.

Discussion

Nous pouvons constater d'emblee que lorsque la concentration des algues dans le
milieu de mesure augmente, toutes autres conditions restant egales, l'intensite photo-
synthetique Standard (02 produit par 3-108 cellules en 10 min) diminue. Cette
diminution semble etre proportionnelle, et meme lineairement proportionnelle ä l'aug-
mentation de concentration dans les limites et les conditions des experiences faites,
c est-ä-dire pour des eclairements moyens (3000 ä 4000 lux) et des concentrations
assez elevees (de l'ordre de 100 000 cellules par millimetre cube).
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Planche 1

Algue 516 (Oocystis sp.). Experience 102-27. Milieu temoin (Detmer/3): 1 24e, 2 35e, 3 7te jour.
Milieu avec sulfanilamide l'/otd 4 24e, 5 35e, 6 71e jour. Agrand. 900.



Planche 2

Algue 50 (Diplosphaera Chodati). Experience 102-23. Milieu temoin (Detmer/3): 1 20e, 2 34e,
3 68e jour. Milieu avec sulfanilamide 1°/00: 4 20e, 5 34», 6 68e jour. Agrand. 900.



Planche 3

Algue 172 (Pleurococcus). Experience 102-2. Milieu temoin (Detmer/3): 1 48e, 2 55e, 3 62e jour.
Milieu avec sulfanilamide 1 U/Oo: 4 48e, 5 55e, 6 62e jour. Agrand. 900.



Planche 4

Algue 172 (Pleurococcus). Experience 102-26. 1 Milieu temoin: 71e jour. 2 Milieu avec sulfanilamide
l°/oo* 71e jour. 3 Milieu ayant regu 0,l°/oo de colchicine le 20e jour; 35e jour de culture. Agrand. 900.



Ce resultat, en apparence paradoxal, pourrait s'expliquer par le fait qu'avec
l'augmentation du nombre des cellules, on reduit Fintensite d'eclairement de chaque
cellule (fonction ecran). D'autres circonstances, de nature competitive, pourraient
egalement etre invoquees ä cet egard.

Dans ces conditions, nos experiences montrent d'une fapon indiscutable que la
sulfanilamide n'a aucune influence sur l'intensite photosynthetique des algues, aussi
bien sensibles (Nos 3 et 50) que resistantes (N° 116) ä ce poison, lorsque ces algues
sont cultivees en autotrophic.

Nous pouvons ainsi ecarter Fhypothese d'un effet cytostasique secondaire dü ä un
effet primaire de la sulfanilamide sur le cycle photosynthetique.

4. Essai fait en vue de lever Vinhibition due ä la sulfanilamide, par adjonction d'acides
amines et de bases puriques et pyrimidiques

On suppose que Faction de la sulfanilamide, en tant qu'antagoniste de l'acide
paraminobenzoique dans le fonctionnement de l'acide folique, est, en particulier, de

bioquer le Systeme de Synthese de la methionine et de l'adenine - ou plus exactement
de l'adenosinemonophosphate - ä cote d'autres composes.

Nous avons cherche ä renverser l'effet de la toxicite de la sulfanilamide sur une
algue sensible en ajoutant au milieu empoisonne des bases puriques et pyrimidiques,
des acides amines soufres et un complexe d'acides amines fourni par un hydrolysat
de caseine.

En d'autres termes, nous nous proposions de substituer des bases puriques et
pyrimidiques au mecanisme de biosynthese des nucleosides, notamment de Fadenosine.
Simultanement, il eüt ete possible de verifier si cette adjonction compenserait l'echec
de la biosynthese de l'adenosine, bloquee par la sulfanilamide.

L'expdrience a ete realisde comme suit:
Algue N° 280: Dictyococcus cinnabarinus (Kol et F.Chod.) Vischer
Milieu nutritif de base: Detmer/3 sans Sucre.
Culture en Erlenmeyer de 100 ml.

Premiere operation: preparation d'une preculture de 23 jours en milieu Detmer/3 pur. Cette
preculture a servi ä l'inoculation des flacons d'expdrience au moyen d'une quantite massive d'algues
en plein developpement logarithmique.

Deuxieme operation: adjonction de sulfanilamide et de diverses substances au milieu. Chaque
flacon est prepare avec 40 ml de milieu de culture avec les adjonctions eventuelles, puis est inocule
au moyen de 20 ml de preculture de l'algue. L'expdrience porte done sur 60 ml de milieu. La
sulfanilamide est dissoute dans le milieu avant inoculation, de faqon ä obtenir une concentration
de l°/oo dans les 60 ml du milieu, apres inoculation. Les bases puriques et pyrimidiques et les acides
amines sont ajoutes en concentration telle qu'ils apportent dans la culture une quantite d'azote,
sous forme organique, egale ä la moitie de celle fournie, sous forme minerale, par le Ca(N03)j, soit:

Substance Concentration dans la culture

guanine 61 mg/1
adenine 55 mg/1
thymine 127 mg/1
cytosine 75 mg/1
uracile 113 mg/1
cystine + methionine 135 mg/1 de chacune
hydrolysat de caseine DIFCO 285 mg/1
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Pour chacune de ces adjonctions est prevu un lot de 2 flacons d'cxperience.
Pour tester l'effet de la presence simultanee des cinq bases puriques et pyrimidiques, nous avons

prevu un autre lot dans lequel les cinq bases ci-dessus sont mises ensemble, chacune ä la concentration

du tableau precedent (l'azote organique ainsi mis ä la disposition de la culture est alors
2,5 fois l'azote mineral fourni).

Les flacons sont places sur une table en verre, eclairee par en dessous en permanence par des

tubes fluorescents, ä une temperature de 20 °C et une humidite relative de 70%. Quatre lots de
flacons ont et6 places ä l'obscurite totale dans le meme local climatise: 1 lot temoin (Detmer/3),
1 lot avec 1 % de sulfanilamide et 2 lots avec sulfanilamide et adjonction respectivement de caseine
d'une part et des cinq bases puriques et pyrimidiques d'autre part. Ces lots sont places ä l'abri de
la lumiere dans le but de determiner si la sulfanilamide et/ou les substances ajout6es peuvent etre
utilisees par les cellules pour leur anabolisme.

Tous les flacons sont agites chaque jour, de la meme fapon et selon le meme rythme.
Le tableau 5 donne les resultats obtenus apres 50 jours de culture.

Discussion

Siva Sankar (1958) dans ses experiences sur Neurospora crassa en presence de

sulfanilamide a pu mettre en evidence que l'acide paraminobenzoique restaure le

pouvoir de croissance du mycelium, de meme que l'acide folique - ce qui est en
accord avec ce que nous connaissons des antimetabolites. II avait montre en outre
que la methionine, la valine, la leucine, la guanine, la threonine, l'adenine et l'uracile
ont peu d'effets seuls, mais qu'ils sont tres actifs ensemble, autant que l'acide
paraminobenzoique (PAB). II ajoutait que les acides amines de la caseine pourraient
avoir un role synergique pour d'autres acides amines contre la sulfanilamide.

Les travaux de Chodat et Soloweitchik (1942, 1943) ont montre que l'acide
paraminobenzoique annule la toxicite de la sulfanilamide chez les algues vertes
etudiees, mais qu'il ne supprime pas son role d'inhibiteur de la lipidogenese. Par
contre Blondel (1952) Signale que l'acide folique ne protegerait pas aussi efficacement
contre l'intoxication aux sulfamides.

Chez l'algue 280, dans la presente experience, aucune des adjonctions faites n'a
annule completement la toxicite de la sulfanilamide. En particulier en ce qui concerne
la division des cellules, l'effet cytostasique de la sulfanilamide reste entier, quel que
soit la substance ou le melange de substances ajoutees. En milieu temoin, il y a eu

au moins 2 ä 3 divisions cellulaires, alors qu'en milieu empoisonne il n'y en a eu prati-
quement aucune, si ce n'est peut-etre avec l'adenine.

Par contre, l'effet sur le volume cellulaire frais des cultures est different:

La sulfanilamide n'arrete pas le metabolisme formateur de reserves et d'agrandis-
sement des cellules de la culture; le volume cellulaire frais des algues intoxiquees a

plus que double au cours de l'experience, passant de 243 mm3/l ä 618 mm'/l avec le

poison seul et meme ä 850 mm3/l avec adjonction de caseine et 990 mm'/l avec
adjonction de guanine. Cette difference est statistiquement significative. Les cellules

grossissent: le volume moyen d'une cellule qui est de 167 nm3 dans le milieu temoin
passe ä 325 nm3 dans le milieu empoisonne et ä 582 nm3 avec adjonction de guanine.
Cette difference a egalement ete testee statistiquement (test t d'homogeneite de 2

echantillons) et trouvee significative. Ce metabolisme cytoplasmogene de la cellule
ne semble pas perturbe par la sulfanilamide, tout au moins dans certaines limites; il
ne parait restreint que par la grandeur des cellules.
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A l'obscurite, la croissance et le developpement des algues ne montrent pas de
difference entre le temoin et les milieux empoisonnes: ils sont nuls. Toutefois on
constate une augmentation du volume cellulaire moyen, vraisemblablement par
absorption d'eau de la cellule. L'adjonction des 5 bases puriques et pyrimidiques
constitue un aliment assimilable par l'algue, alors que l'hydrolysat de caseine n'a
produit aucun accroissement de poids sec de la culture.

En milieu eclaire empoisonne, l'adjonction de caseine ou des 5 bases simultanement,
ainsi que de guanine, provoque une forte augmentation du poids sec d'une cellule
par rapport ä celui d'une algue empoisonnee par la sulfanilamide.

On peut en deduire que ce n'est pas la carence des bases puriques qui est cause de
l'intoxication puisque leur adjonction ne fait pas revenir le taux de croissance au
rythme normal. Quant au blocage, tel qu'il a ete decrit sur le plan biochimique (lignes
6 et 7), il s'institue bien au niveau de la Synthese des bases puriques, mais ä un moment
oil elles sont dejä couplees ä un pentose. Une addition compensante de bases achevees
et isolees est en definitive vaine, puisque ces bases ne se forment que dans le complexe
prenucleosidique.

L'effet positif de detoxication obtenu par Siva Sankar vient de ce qu'il a joint le
melange d'acides amines au melange des bases, alors que nous n'avons utilise que
l'un ou l'autre de ces melanges. Par ailleurs, Siva Sankar experimental avec
Neurospora crassa.

5. Recherches sur le mode d'action de la sulfanilamide sur la «croissance» et le «deve¬
loppement » des algues

Nous avons entrepris une Serie d'experiences, tant sur des algues sensibles que sur
des algues resistantes, pour tenter de preciser le mode d'action de la sulfanilamide
en tant qu'antimetabolite, et, si possible, quelques-unes des modalites du Systeme de
compensation de l'appareil biosynthetique des algues compensantes.

Nous rapportons dans ce paragraphe les resultats des experiences d'abord pour
les algues compensantes, puis pour les algues sensibles. L'expose de ces resultats est
suivi de leur discussion.

A. Algues resistant ä la sulfanilamide (compensation)

Algue N° 116 (Oocystis Naegeli) Experience 102-13

Les cultures ont ete faites en ballons de 3 1, dans les milieux A, As, M, Ms, H et Hs.
Adjonction de glucose (2%) dans les milieux H et M. La sufanilamide (l°/oo) a ete
ajoutee en debut de culture. (Pour les symboles, v. chap. Ill, page 25. L'indice s
signifie adjonction de sulfanilamide.)

L'accroissement des cultures en fonction du temps dans les differents milieux,
exprime par le nombre des cellules par millimetre cube, est represents dans la
figure 7.

Le tableau 6 donne en outre le poids sec moyen d'une cellule, la quantite d'azote
organique formee par cellule, et le taux de chlorophylle rapporte au nombre de cellules
de la culture (milligramme de chlorophylle par litre de culture, divise par le nombre
de cellules par millimetre cube). Nous repetons dans ce tableau le nombre total de
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cellules par millimetre cube en fin de culture pour chaque milieu, afin de pouvoir plus
facilement comparer les resultats relatifs a une cellule et ceux relatifs ä la population
tout entiere.

Tableau 6

Mesures en fin de culture (38e jour)

Autotrophie Mixte H6t6rotrophie

Milieu A As M Ms H Hs

Poids sec d'une cellule
gammas -lO-3 0,510 0,650 0,101 0,044 0,065 0,069

Azote organique forme par
cellule
gammas -lO-6 3,09 4,50 2,20 2,05 1,55 2,63

Chlorophylle formee par cellule
gammas TO-6 0,670 0,745 0,078 0,174 0,099 0,210

Nombre de cellules par
millimetre cube 9250 1700 11 750 17 850 21 500 10 650

Discussion

a) Courbes d'accroissement de la culture

Nous constatons tout d'abord qu'en milieu mixte, l'algue «compense» totale-
ment, puisque le nombre de cellules en milieu Ms est plus grand, ä la fin de la culture,
qu'en milieu M. Toutefois, il y a eu, en milieu empoisonne, une periode de lag de plus
longue duree qu'en milieu sans sulfanilamide: l'algue 116 a d'abord son developpe-
ment freine par la presence de cet antimetabolite; elle compense ce freinage et finit
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par rattraper la culture non empoisonnee. Ce resultat est tout ä fait conforme ä
ceux obtenus par Blondel (47).

En milieu heterotrophe, l'algue «compense »plus difficilement semble-t-il le nombre
de cellules en milieu Hs en fin de culture n'a pas depasse ni meme rattrape celui en
milieu H. Remarquons que les deux courbes presentent une longue periode de lag
assez semblable (voir fin du chap. III).

En milieu purement autotrophe, la compensation est moins bonne encore, bien
qu'elle soit assez marquee toutefois. La sulfanilamide a ete ajoutee en debut de
culture; les algues ont subi 7 divisions en moyenne en milieu As contre un peu plus
de 10 en milieu A. On peut dire que l'algue a reagi au poison et partiellement compense
son effet cytostasique, sans parvenir en 38 jours ä le faire completement.

b) Azote organique synthetise et poids sec des cellules

On constate que les cellules en milieu glucose (M, Ms, Het Hs) contiennent beaucoup
moins d'azote organique qu'en milieu mineral pur (A et As). Par contre le nombre des
cellules dans ces cultures en milieu glucose est beaucoup plus eleve qu'en milieu
autotrophe. En outre, en milieu A$, les algues contiennent plus d'azote organique
forme qu'en milieu A et leur poids sec est aussi plus eleve en As qu'en A. Tout se passe
comme si les cellules en milieu As avaient accumule des reserves pour organiser leur
prochain cycle de division.

Un resultat tres net de cette experience est que l'algue 116 en milieu glucose,
empoisonne ou non, a un poids sec et une reserve d'azote organique beaucoup plus
faibles qu'en milieu autotrophe. Tout se passe comme si, avec une source de carbone
heterotrophe, l'algue dirigeait son metabolisme surtout dans le but de proceder ä la
division des cellules et qu'en milieu carboautotrophe, eile 1'oriente dans le sens d'une
accumulation de reserves organiques.

c) Quantite de chlorophylle synthetisee et conservee

Les essais de Blondel (1952) avaient montre que: «Les algues traitees aux sul-
famides et qui leur resistaient (plus ou moins bien) devenaient plus vertes et le restaient
beaucoup plus longtemps que les cellules temoins.»

Les resultats de cette experience 102-13 montrent que cet effet de conservation de la
chlorophylle intracellulaire est tres marque, beaucoup plus d'ailleurs dans les milieux
glucoses que dans les milieux autotrophes. Toutefois on remarque que les cellules
en heterotrophic, pour lesquelles la photosynthese ne constitue pas une stricte necessite,
renferment beaucoup moins de chlorophylle que les cellules en autotrophic (6 ä 10
fois moins) sans sulfanilamide.

On peut done dire que l'algue 116 est capable de «compenser »l'effet de la sulfanilamide

; mais cette compensation est nuancee selon le mode de culture de l'algue et les
sources d'energie et d'aliments qui lui sont fournis. L'heterotrophie ä la lumiere
(Ms) permet une compensation beaucoup plus rapide que celle ä l'obscurite ou que
l'autotrophie.

On remarque egalement la profonde difference qui existe entre la carboautotrophie
et la carboheterotrophie (v. chap. III). Si nous reprenons les definitions de «croissance
et developpement» que nous avons posees au chapitre II, § 5, nous pouvons dire que:

La carboautotrophie favorise surtout la «croissance» de la culture (accumulation de reserves
carbonees et azotees dans la cellule, mais petit nombre de cellules au total).
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La carboheterotrophie permet un developpement plus rapide de la culture (nombre total de
cellules tres eleve, mais chaque cellule possede peu de reserves azotees et carbonees).

Enfin la presence de sulfanilamide procure ä l'algue 116 une protection efficace
contre la destruction de la chlorophylle in vivo. II est possible que cette protection
soit purement physique, la sulfanilamide, par son absorption de l'energie des rayons
lumineux et son oxydation subsequente prevenant la destruction par photooxydation
de la chlorophylle; mais cette action protectrice peut aussi etre d'origine enzymatique.
Cette experience ne nous permet pas de conclure ä ce sujet.

Algue N° 516 (Oocystis sp.) Experience 102-27

La culture de cette algue a ete faite en milieu Detmer/3 mineral pur. II n'y a done
plus ici de comparaison avec les milieux H et M.

La sulfanilamide a ete ajoutee dans le milieu de culture le 24e jour ä raison de 1 g/1.

La figure 8 montre Failure des courbes representant la multiplication des cellules
dans la culture et revolution dans le temps du poids sec des cultures.
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La figure 9 donne la courbe representative du volume cellulaire frais et de la quantity
d'azote non consomme restant dans le milieu sous forme de nitrates ou de nitrites.
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Le tableau 7 nous indique en fin de culture (71e jour) quels sont les taux de chloro-
phylle par cellule, le poids sec d'une cellule, son poids frais et l'azote organique
accumule en moyenne par une cellule.

Tableau 7

Experience 102-27

Milieu A As

Poids sec d'une cellule
gammas • 10~3 0,614 0,403

Volume cellulaire frais d'une cellule
microns 3 300 172

Azote organique forme par cellule
gammas 10-6 4,82 2,10

Chlorophylle formee par cellule
gammas 10 6 1,09 1,66
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Discussion

Les resultats obtenus avec l'algue 516 sont tres proches de ceux obtenus avec

1'algue 116, ce qui est naturel pour deux souches de la meme espece. On remarque
cependant certaines differences notables.

a) Croissance et developpement de la culture

L'algue 516 compense mieux que 116 et cette compensation est pour ainsi dire
instantanee: on ne constate pas pour les cellules empoisonnees, par rapport aux cellules

temoins, de retard dans la courbe d'accroissement; au contraire, la multiplication
des cellules semble plus rapide dans le milieu empoisonne. Par contre, poids sec et
volume cellulaire frais evoluent tout ä fait parallelement. On pourrait dire que la
«croissance» des cellules n'est pas modifiee par la presence de sulfanilamide, mais

que leur developpement en est legerement accelere. Toutefois il faut remarquer que
les cellules en milieu temoin ont un poids sec et un volume cellulaire, de meme qu'un
taux d'azote organique forme moyens plus eleves que les cellules ayant regu la sulfanilamide.

II n'est pas invraisemblable d'estimer que les cellules en milieu temoin etaient
dans un etat de predivision et Celles en milieu empoisonne en etat de postdivision,
hypothese qui nous parait fortement etayee par le fait que les poids sees et frais des

colonies sont semblables et que seul le nombre des cellules differe.

Le poids sec d'une cellule de l'algue 516 est voisin de celui de l'algue 116 dans les

memes conditions.

b) Synthese et conservation de la chlorophylle

La quantite de chlorophylle par cellule au 71e jour est nettement plus grande dans

le milieu empoisonne que dans le milieu temoin; cette difference est encore plus nette
si l'on fait le rapport entre le taux de chlorophylle dans une cellule et le poids sec de

cette cellule (rapport exprime en pourcent):

chlorophylle „En milieu temoin: — 0,178%
poids sec

chlorophylle
En milieu sulfamide: — 0,412%

poids sec

Ce resultat est net, bien que l'azote organique soit plus fort en milieu As qu'en
milieu A. La presence de sulfanilamide dans le milieu se marque par la presence d'une

quantite plus grande de chlorophylle dans les algues (conservation meilleure ou
synthese plus elevee). La planche 1 de photographies met bien en evidence cet effet

remarquable de conservation de la chlorophylle et surtout du chloroplaste qui semble

protege contre la degenerescence graisseuse caracteristique du vieillissement des cellules.

c) Consommation de l'azote nitrique du milieu

On remarque dans la figure 9 que l'azote mineral du milieu de culture n'est plus
utilise par l'algue en presence de sulfanilamide. Cette observation, nouvelle dans le
cadre de cette etude, valable pour des algues compensantes, sera confirmee plus loin
dans l'etude des algues sensibles.
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L'algue 516 peut done etre consideree comme une algue parfaitement resistante,
c'est-ä-dire «compensante». L'adjonction de sulfanilamide au milieu de culture ne
modifie pas la croissance ni le developpement des cultures. Par contre, eile agit sensi-
blement sur le taux de chlorophylle qui est plus eleve en fin de culture et sur l'assimi-
lation des nitrates qui est supprimee.

La question peut se poser de savoir si, contrairement aux travaux de Blondel
(1952, p. 137), mais en confirmation de ceux de Chodat et coll., la sulfanilamide ne
joue pas un röle en tant que source d'azote pour la cellule. Nos experiences ne nous
permettent pas de conclure sur ce point.

Algue N° 50 (Stichococcus diplosphaera) Experience 102-23

Cette algue d'une espece totalement differente, dont nous avons montre qu'elle
etait compensante, mais d'une faqon moins efficace que l'algue Oocystis, a ete cultivee
en milieu Detmer/3, en ballons de 3 1. Adjonction de sulfanilamide le 20e jour (l°/oo)-

Les figures 10 et 11 montrent Failure des courbes representant revolution du
nombre des cellules par millimetre cube de la culture, celle du poids sec et du volume
cellulaire frais de la culture, ainsi que celle de l'azote mineral du milieu de culture.
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Le tableau 8 donne la quantite de chlorophylle totale par litre de culture et la
quantite de chlorophylle par cellule en fin de culture (43e, 54e et 68e jour).

Volume cellutaire ALGUE SO

Tableau 8

Jours 43e jour 54e jour 68e jour

Milieu A As A As A As

Quantite totale de chlorophylle mg/1 1,328 2,54 0,812 1,388 0,647 0,362

Quantite de chlorophylle par cellule
gammas • 10-° 0,117 0,129 0,084 0,061 0,038 0,010

La planche 2 nous montre Failure des cellules aux 20e, 34e et 68e jours de la culture.

Discussion

Les resultats obtenus avec cette nouvelle espece sont analogues ä ceux obtenus
avec les autres especes compensantes, sauf en ce qui concerne la conservation de la
chlorophylle.
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a) Croissance et developpement de la culture

Les courbes correspondant au nombre de cellules par millimetre cube, au poids
sec et au poids frais de la culture, ont exactement le meme aspect que celles reportees
ci-dessus pour l'algue 516. Apres l'adjonction de sulfanilamide au 20e jour, les cellules
en milieu empoisonne se multiplient aussi bien que celles en milieu temoin. Le rythme
de multiplication est meme superieur en milieu sulfamide; poids sec et volume cellulaire
frais de la culture evoluent exactement de la meme fagon chez les temoins et les traitees.

On pourrait done dire que la «croissance» (au sens oil nous l'entendons) de l'algue
50 n'est pas modifiee alors que son developpement serait accelere par la presence de
sulfanilamide. Toutefois, la seule experience que nous avons realisee avec cette algue
ne nous permet pas de conclure sur ce dernier point.

b) Conservation de la chlorophylle

L'evolution de la chlorophylle dans les cellules ne presente aucune analogie dans
ce milieu autotrophique avec celle que 1'on constatait pour les algues 116 ou 516: le
taux de chlorophylle reste le meme en milieu temoin et empoisonne, et la chute du
taux de chlorophylle dans le temps est semblable dans les deux milieux. II n'y a done
pas pour cette algue, pourtant resistante aux sulfamides, d'effet de conservation de
la chlorophylle. Cette resistance, observee pour les algues 116 et 516 (Oocystis)
serait done une propriete specifique due au caractere hereditaire des proprietc de la
cellule et de son metabolisme vis-ä-vis de la sulfanilamide. La conservation de la
chlorophylle serait done vraisemblablement sans relations avec le caractere de resistance
aux sulfamides, bien que toutes deux se manifestent en presence de sulfanilamide.

c) Consommation de l'azote mineral dans le milieu de culture

De meme que pour l'algue 516, nous constatons que, des l'adjonction de la
sulfanilamide, l'azote nitrique du milieu n'est plus utilise. Le relevement de la courbe
en fin de culture est le resultat d'une concentration du milieu par suite de l'evaporation
de l'eau. La sulfanilamide semble done bien avoir un effet sur l'assimilation de
l'azote nitrique au niveau de son absorption par la membrane cellulaire.

L'algue 50 est done une algue compensante, qui resiste ä la sulfanilamide; le rythme
de division des cellules n'est pas affecte par la presence du poison. Par contre, la
presence de sulfanilamide ne protege pas cette espece d'algues contre la disparition de
la chlorophylle.

B. Algues sensibles ä la sulfanilamide

Algue N° 3 (Scenedesmus obtusiusculus) Experience 102-9

Cette algue a ete cultivee dans le milieu de base Detmer/3. L'adjonction de glucose
ä l'obscurite ou ä la lumiere nous donne les trois types de milieux suivants: A et As;
H et Hs; Met Ms. Pour les cultures en milieux eclaires (A et As; M et Ms), deux
intensites d'eclairage differentes ont ete experimentees (mesures en lux au moyen du
luxmetre Lange). La sulfanilamide est ajoutee au milieu de culture des le debut de la
culture.

Le tableau 9 donne les resultats de 1'analyse au bout de huit semaines de culture.
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Tableau 9

Milieu de culture A As A As M Ms M Ms H Hs

Eclairement lux 770 870 6900 6400 820 860 6600 6300 0 0

Nombre de cellules par
millimetre cube 12 450 1000 15 800 0 39 000 30 34 500 190 9200 200

Couleur de liquide
intercellulaire

sans
coul.

brun sans
coul.

brun sans
coul.

brun sans
coul.

brun sans
coul.

sans
coul.

La signification des symboles designant les milieux de culture est donnee au

chapitre III.

Discussion

L'algue N° 3 est tout ä fait sensible ä Faction de la sulfanilamide et ceci tout parti-
culierement dans les milieux heterotrophiques: ä la lumiere, comme ä l'obscurite, en

presence de glucose il n'y a aucune multiplication des cellules appreciable. En auto-
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trophie ä faible lumiere, on constate dans un cas qu'il pourrait y avoir eventuellement
un tout petit depart de multiplication; insuffisant cependant pour parier de resistance.
L'algue N° 3 impregnee de sulfanilamide des l'inoculation est incapable de compenser
les effets cytostasique de cette derniere.

Nous pouvons constater dans cette experience que l'oxydation de la sulfanilamide
s'effectue aussi lorsque la culture ne se developpe pas. II s'agit done bien lä d'une
photooxydation par la lumiere et non d'une Oxydation enzymatique par les cellules
de la colonie.

Algue N° 579 (Chlorella rubescens) Experience 102-17

Cette algue a ete cultivee en milieu Detmer/3 purement mineral, en ballons «phyco-
genes» de 3 1 contenant 1,8 1 de milieu. La sulfanilamide a ete ajoutee au milieu de
culture le 18e jour de la croissance, toujours ä raison de 1 g/1. Milieu de culture aere
et agite, eclaire selon les conditions standards decrites au chapitre II.

Les figures 12 et 13 montrent Failure des courbes representant, en fonction du
temps, revolution: du nombre des cellules par millimetre cube, du poids sec et du
volume cellulaire frais de la culture, de l'azote organique forme par les algues.
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Discussion

Cette experience a ete realisee avec adjonction de sulfanilamide apres le depart
de la multiplication des cellules. Les resultats observes presentent alors des caracteris-

tiques remarquables:

a) Division des cellules de la culture («developpement»)

Dans le milieu empoisonne, le nombre des cellules de la culture continue ä augmenter

pendant un certain temps apres l'introduction de sulfanilamide, environ jusqu'au 35e

jour. Le nombre des cellules est alors environ le double de ce qu'il etait au moment
de l'empoisonnement. Les divisions cessent ä ce moment-lä et le nombre des cellules

reste stationnaire (environ 10500 cellules par millimetre cube). La sulfanilamide na
done pas un effet cytostasique immediat, mais retarde. Ce phenomene est caracteris-

tique d'une action du poison sur une etape intermediaire des processus de formation
des materiaux caryologiques ou plasmatiques necessaires au doublement du materiel

vivant de la cellule. La sulfanilamide n'a done pas un effet sur les processus memes,

les diverses phases de la division de la cellule. C'est, chez les algues aussi, un effet

essentiellement biochimique.

b) Augmentation du poids sec et du volume cellulaire frais de la culture et synthese

intracellulaire de l'azote organique («croissance»)

L'adjonction de sulfanilamide n'a absolument pas stoppe la «croissance» de la

culture, c'est-ä-dire l'accumulation de reserves minerales et organiques au sein des

cellules; tout au plus peut-on remarquer un certain retard dans le fonctionnement
des cellules empoisonnees. Malgre l'arret des divisions cellulaires au 35e jour, le

poids sec et le volume cellulaire frais de la culture avec sulfamide ont continue ä

evoluer normalement et parallelement au temoin jusqu'ä l'interruption de la culture.

II en est de meme de l'assimilation de l'azote mineral et sa transformation en azote

organique: elles s'effectuent jusqu'ä epuisement complet des reserves d'azote mineral

du milieu Detmer/3.
On peut tirer de cette experience la constatation que chez cette algue sensible la

sulfanilamide est un agent qui inhibe secondairement le «developpement» des algues

mais n'en empeche pas la «croissance»: les phenomenes d'accumulation de reserves

energetiques et materielles ne sont pas touches, ou tout au moins ils continuent ä

s'effectuer, avec peut-etre un certain ralentissement, alors que les phenomenes de

division des cellules finissent par s'arreter.

Le phenomene du doublement du nombre des cellules apres empoisonnement

pourrait s'expliquer par le fait que les cellules ont pu accumuler des reserves süffisantes

des materiaux caryologiques indispensables pour permettre ce doublement des cellules;

chaque cellule possedait, au moment de l'adjonction de sulfanilamide, une reserve de

nucleotides süffisante pour une caryocinese.

Algue N° 280. Dictyococcus cinnabarinus

Cette algue dont le comportement physiologique est tres delicat est tres sensible aux

carences d'azote, ce qui se marque surtout par une disparition rapide de la chlorophylle
dans les cellules au bout d'un certain temps.
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Experience 102-15

Dans cette premiere experience, l'algue a ete cultivee en milieu mineral pur (A et As),
et en milieu mineral additionne de glucose (2 %), dit milieu mixte (M et Ms), dans des
ballons de 3 1, avec agitation et aeration.

La figure 14 montre les courbes de variation avec le temps du nombre de cellules
par millimetre cube et du poids sec de ces cultures.

Discussion

a) Cultures en milieu autotrophique pur (A et As)
c'est-a-dire milieu Detmer/3 sans adjonction de source exogene de carbone organique.

La photosynthese est le seul mecanisme de fourniture d'energie et d'aliments
carbones.

Apres introduction de la sulfanilamide, et d'une maniere tout a. fait analogue ä
Celle constatee ci-dessus avec l'algue 579, les divisions se poursuivent pendant environ
15 jours, le nombre des cellules triple, puis les divisions cessent et leur nombre reste
constant pour tout le reste de la culture.
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Le poids sec, lui, ne cesse pas d'augmenter, mais son accroissement est plus lent
en milieu empoisonne que dans le temoin.

II y a de nouveau disjonction entre «croissance» et «developpement»; la premiere
n'est pas stoppee par la sulfanilamide; le second cesse lorsque les reserves de materiaux
caryologiques ont ete epuisees.

b) Cultures en milieu mixte (M et Ms)
c'est-a-dire en milieu Detmer/3 additionne de 2% de glucose, ä la lumiere.

Nous remarquons tout d'abord que le poids sec de la culture augmente beaucoup
plus rapidement. Nous pouvons raisonnablement en conclure que la source exogene de

carbone organique est utilisee beaucoup plus rapidement par la culture que la source
autotrophe (C02).

La cytostasie s'effectue dans ce cas egalement apres un certain delai d'une vingtaine
de jours; toutefois, dans ce cas, le poids sec de la culture cesse aussi d'augmenter.
On pourrait en conclure que, dans le cas de l'heterotrophie, la sulfanilamide fait
cesser l'assimilation de reserves energetiques et ponderables. Nous pensons qu'il
s'agit lä d'un effet dependant de l'epuisement des reserves carbonees du milieu: le

regime d'heterotrophie provoque chez ce Dictyococcus un appauvrissement des

chloroplastes en chlorophylle suivi d'une degenerescence carotenigene de ceux-ci;
lorsque les reserves exogenes de carbone organique sont epuisees, il ne reste plus de

chlorophylle pour permettre ä la photosynthese de prendre le relais et la formation des

reserves («croissance») cesse par absence de photosynthese.
II n'est done pas possible de tirer des conclusions positives de cette experience faite

en milieu mixte.
Une observation remarquable peut etre reportee ici: en milieu purement

autotrophe, la periode de lag est nettement plus breve qu'en milieu mixte. Le «developpement»

des cultures, c'est-ä-dire la division des cellules, se ferait beaucoup plus
efficacement en autotrophie qu'en heterotrophic, alors que e'est l'inverse qui se

produit en ce qui concerne la «croissance» (augmentation de poids sec).

c) Evolution de la chlorophylle dans les cellules en milieu mineral carboautotrophique

En fin de culture, en milieux A et As, le dosage des chlorophylles nous a donne les

resultats suivants (en milligrammes de chlorophylle par litre de culture):

Milieu autotrophique pur 7,88 mg/1
Milieu autotrophique + sulfanilamide 1,47 mg/1

Dans le cas de cette algue sensible aux sulfamides, sur le plan de la reproduction
caryocinetique, il n'y a aucun effet de conservation de la chlorophylle par la
sulfanilamide.

Cette remarque nous confirme les observations faites precedemment au sujet de

l'algue 50. Le phenomene de conservation de la chlorophylle par les sulfamides serait

un effet de ceux-ci sans relations directes avec le caractere de resistance ou sensibilite
cytostasique aux sulfamides.

Algue N° 172. Pleurococcus

Nous avons consacre ä cette espece deux experiences qui nous ont permis de mieux
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encore mettre en evidence les caracteristiques du developpement des algues sensibles,
que nous avions observees avec les autres especes.
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Experience 102-21

Les cultures, effectuees dans des ballons de 3 1, avec 1,8 1 de milieu aere et agite, ont
evolue conformement aux courbes des figures 15, 16 et 17 representant respectivement
le nombre de cellules par millimetre cube, le poids sec et le volume cellulaire frais de

la culture en fonction du temps, ainsi que le volume moyen et le poids sec moyen
d'une cellule. La planche 3 nous montre, ä differents Stades de la culture, l'aspect des

cellules au microscope.
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Discussion

L'etude assez approfondie de cette algue nous revele certains aspects du comporte-
ment des algues sensibles que nous n'avions pas encore mis en evidence avec les

autres especes sensibles aux sulfamides.

a) «Developpement» des algues

Nous retrouvons dans cette premiere experience, comme dans les deux suivantes,

le meme phenomene que pour les autres algues sensibles, ä savoir que le nombre des

cellules augmente encore pendant une vingtaine de jours apres empoisonnement des
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cultures, puis cesse apres que le nombre en a ä peu pres double (17500 par millimetre
cube au 20ejour; 34 700 par millimetre cube au 40e jour). II y a done bien cystostasie,
mais retardee, ce retard etant probablement dü ä l'existence de reserves de materiaux
caryologiques dans les cellules en pleine activite.

b) «Croissance» des algues

Ici aussi, nous constatons que le poids sec et le volume cellulaire frais des cultures
empoisonnees continuent ä augmenter, meme apres l'arret des divisions cellulaires,
en conformite avec nos precedentes observations. La cytostasie n'empeche done pas
l'accumulation de reserves energetiques dans les cellules (poids sec).

Nous avons toutefois pousse plus loin notre etude pour tenter de voir ce qui se
passe au niveau de chaque cellule. Les courbes representant le volume moyen d'une
cellule au cours du temps sont remarquablement paralleles dans les milieux temoin et
empoisonne. Le volume moyen (ou moyenne du volume des cellules) commence par
diminuer pour atteindre un minimum au 20e jour, puis augmente ä nouveau, selon
une loi plus ou moins logarithmique jusqu'ä la fin de la culture. Le poids frais des
cellules evolue done de la meme fagon dans les deux cas; la sulfanilamide ne semble
que tres peu modifier 1'evolution moyenne des cellules de l'algue N° 172.

Si nous etudions par contre 1'evolution du poids sec d'une cellule, nous trouvons
une courbe ayant ä peu pres la meme allure generale avec diminution rapide du poids
sec d une cellule durant les vingt premiers jours de la culture, suivie d'une legere
augmentation. Toutefois, en fin de culture, il apparait bien que les cellules ayant regu
de la sulfanilamide ont une accumulation plus forte de matieres seches, done de reserves
d energie, que les cellules temoins. Ce qui est en accord avec l'hypothese d'une dis-
jonction entre la «croissance» et le «developpement» de ces algues.

c) Effets teratologiques de la sulfanilamide

L adjonction de sulfanilamide a produit, sur certaines cellules, des effets teratologiques

qui se remarquent parfaitement sur les photographies de la planche 3: certaines
cellules des cultures traitees sont nettement plus allongees que les cellules temoins:
leur longueur est egale ä environ trois fois leur largeur, alors que le rapport longueur/
largeur des cellules temoins va de 1 ä 2. Une telle observation nous parait en parfait
accord avec notre hypothese rappelee ci-dessus: les cellules sont devenues incapables
de se diviser; elles n'en continuent pas moins l'assimilation chlorophyllienne, et
l'augmentation des reserves se marque par l'augmentation de la taille de la cellule.

Experience 102-26

Cette derniere experience a continue l'ensemble des resultats discutes ci-dessus
concernant l'algue N° 172. Nous n'en donnons pas les resultats detailles si ce ne
sont deux photographies (planche 4) des algues au 71e jour de la culture, pour montrer
d'autres figures teratologiques obtenues par le traitement ä la sulfanilamide.

Dans le but de tenter d'eclaircir le mode d'action de la sulfanilamide sur la physiologic
de cette algue, nous avons effectue au cours de cette experience 102-26 une

troisieme culture qui avait regu au 20e jour de la colchicine ä raison de 0,1%„ (100 mg
par litre); on sait que celle-ci a un effet antimitotique. A notre grande surprise, eile
s est comportee, ä cette dose, comme un accelerateur de croissance; les cellules traitees
ä la colchicine se sont developpees ä un rythme beaucoup plus eleve que le temoin,
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ainsi qu'en temoigne la courbe de developpement de la figure 18. En meme temps,
l'azote mineral du milieu etait consomme plus rapidement. Les cellules etaient petites,
de forme tres reguliere et avec une architecture tres particuliere (planche 3).
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Nous n'avons pas d'explication concernant le comportement paradoxal de cette

algue vis-ä-vis de la colchicine; nous tenions ä signaler ici ce remarquable resultat.

V. Conclusions

lre partie

Lorsque les deux systemes de biosynthese carboautotrophique et carbohetero-

trophique fonctionnent simultanement dans une culture d'algues, le rendement de

chacun d'eux est moins bon que s'il fonctionnait seul dans une culture soit purement
autotrophique, soit purement heterotrophique.

En d'autres termes: II se produit dans les cellules en regime mixte des interferences

dans l'utilisation des deux sources d'energie, conduisant ä une mauvaise utilisation
de l'energie totale mise ä disposition de la cellule.

Ou encore: Le rendement global de l'utilisation des energies carboautotrophe et

carboheterotrophe en regime mixte est moins bon que la somme des rendements

d'utilisation de ces deux formes d'energie en regime A et en regime H purs, respective-

ment.
Cette conclusion est l'inverse de celle que nous avions obtenue par l'analyse

arithmetique des denombrements de cellules en Erlenmeyers.
L'heteretrophie modifie assez profondement les processus physiologiques des

algues normalement autotrophes.

2e partie

Les resultats des experiences effectuees ont ete discutees au fur et ä mesure. Nous

n'y reviendrons pas, si ce n'est pour resumer les observations essentielles faites:
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1. La sulfanilamide n'a aucun effet direct sur le pouvoir photosynthetique des algues,
aussi bien sensibles que resistantes.

2. L'adjonction au milieu de culture d'acides amines isoles ou groupes ou celle de
bases puriques et pyrimidiques isolees ou groupees n'empeche pas Taction cytos-
tasique de la sulfanilamide sur les algues sensibles.

3. L'effet protecteur de la sulfanilamide sur la chlorophylle ne se marque que dans
le genre Oocyst is (algues qui compensent).

4. La presence de sulfanilamide stoppe l'assimilation par les algues, sensibles ou
resistantes, de l'azote mineral (ion nitrique): la concentration des nitrates dans la
solution nutritive demeure pratiquement inchangee apres adjonction tardive de
sulfanilamide. II n'est pas possible de dire encore si cet arret est une consequence
d une modification de la permeabilite ou un effet de blocage sur quelque autre
Systeme enzymatique concernant la reduction des nitrates; on peut encore invoquer
le caractere nutritif competitif de la sulfanilamide ä l'egard de l'offre nitrique.
Rappeions ä cet egard que la fonction amide du toxique semble utilisable par
1 algue. La poursuite des syntheses de protides, postcrieure ä l'intoxication, en
serait une nouvelle demonstration.

5. Chez les algues sensibles, la sulfanilamide stoppe le «developpement» (divisions)
mais pas la «croissance» (nutrition ou augmentation des reserves energetiques
de ces algues).

6. L'heterotrophie modifie indirectement, par rapport ä l'autotrophie, les reactions
des algues vis-ä-vis de la sulfanilamide.

7. L'oxydation de la sulfanilamide qui est essentiellement une photooxydation ne
lui enleve pas ses proprietes cytostasiques.

Notre travail ne serait pas complet s'il ne comprenait pas en conclusion certaines
critiques ou autocritiques utiles ä une eventuelle poursuite de ces travaux.

Les algues vertes ont un taux de croissance relativement lent: selon Myers (49),
pour Chlorella pyrenoidosa, ce taux de croissance est sept fois plus faible (ä la lumiere,
avec COa et N03) que celui des levures (Willia anomala), quarante fois plus faible
que celui d'Escherichia coli et vingt fois plus que celui de Pseudomonas fluorescens.

Le nombre des cellules ne croit done qu'assez lentement, surtout si Ton ne se situe
pas dans les conditions de croissance maximum, et les discussions portant sur le
nombre des cellules denombrees par millimetre cube doivent etre faites avec beaucoup
de prudence. Malgre tout le soin apporte ä l'inoculation d'un nombre bien determine
et identique de cellules dans les flacons d'experience, une erreur de 10% sur ce
point de depart, ou une legere difference de pH des deux milieux, ou encore tout autre
cause de desequilibre, meme tres petite, peut se repercuter assez fortement sur les
densites cellulaires en fin de culture: supposons, par exemple, que les cellules dans le
1 erflacon de culture se divisent avec un taux (un facteurffdans l'equation de Blackman)
de 10% superieur ä celle du 2e flacon. Lorsque la culture du Ier flacon a accompli 10
divisions, celle du second n'en a effectue que 9; le nombre de cellules dans le premier
est cependant alors le double (par exemple 30000 par millimetre cube) de celui du
second (15000 par millimetre cube).

Une incertitude genante peut souvent regner sur les resultats de telles experiences
qui exigent une proprete, une minutie et une rigueur extremes.
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D'autre part, Failure logarithmique d'une partie du developpement de ces cultures

peut etre la cause, surtout lors du debut de celles-ci, d'erreurs d'appreciation
considerables. Ainsi la periode de lag ou de latence que l'on peut observer sous le microscope

est parfois confondue avec la premiere partie d'une courbe logarithmique.
Supposons qu'un certain inoculum introduise dans un milieu de culture sterile 5

cellules par millimetre cube. Apres 5 divisions, il y aura environ 160 cellules par
millimetre cube. Apres 10 divisions, soit apres un temps double, il y en aura 5200 et

apres 12 divisons 21000, soit 120 fois plus qu'apres 5 divisions. L'augmentation tres

lente du nombre des cellules dans les premiers temps peut faire croire ä une periode
de lag, alors que l'on est dejä en pleine periode logarithmique. Le risque d'erreur
est encore augmente par l'imprecision des methodes de mesure appliquees au materiel

biologique qui sont generalement d'autant moins precises que le nombre des cellules

dans un echantillon est faible.
Le Systeme de la culture non renouvelee consistant ä introduire dans un milieu

sterile frais un faible inoculum ne semble pas non plus favorable ä une etude physio-
logique telle que celle que nous avons entreprise. En effet, en meme temps que la

culture se developpe, les reserves nutritives s'epuisent (d'oü la loi de Robertson),
ce qui modifie les conditions de la culture au fur et ä mesure de sa croissance. D'autre

part, les cellules elles-memes vieillissent et presentent une evolution dans le temps
dont les methodes d'analyse ne nous permettent pas de tenir compte, mais qui ressort

souvent assez nettement de Failure des courbes de croissance. En d'autres termes,
les causes se deforment en meme temps que les effets; il est extremement difficile
d'etablir la relation dynamique qui les unit.

63



Bibliographie

Bialosukma W. 1909. Sur un nouveau genre de Pleurococcacees. Bull. Soc.Bot.Gen. 2.ser. 1, 101.
Blackman V.H. 1905. Optima and limiting factors. Ann.Bot. 19, 281-295.

— 1919. The compound interest law and plant growth. Ann. Bot. 33, 353-360.
Blondel B. 1952. Resistance et sensibilite aux sulfamides d'algues umcellulaires. These (Geneve).
Bouillenne R. 1960. La lumiere artificielle en horticulture. Arch. Inst. Bot. Liege 27.
Bristol-Roach M.B. 1928. On the influence of light and glucose on the growth of a soil alga

Ann. Bot. 42, 317-345.
Burlew J. S. (ed.) 1953. Algal culture from laboratory to pilot plant. Carnegie Inst. Publ. 600, 357 p.Cano H. 1939. Peut-on apphquer la methode de denombrement des germes de Krueger dans les

recherches de bacteriophage? Arch. Sc. phys. nat. 21, 319-326.
Chodat F. 1942. Cytologie des chlorophycees carotemferes. C.R. Soc. Phys. Hist. nat. Geneve 59

127-130.
1949. Expression allometrique de la precocite d'un legume-racine (Daucus). Experientia 5
287-289.

— et coll. 1960. Cahiers de travaux pratiques de Physiologie vegetale. Ed. Univ. Geneve,
et G. Bocquet. 1955 Dispositif pour la culture massive des algues en milieu adre et agitd.
Arch. Sc. phys. nat. 8, 214-220.

— et R. Olivet. 1940 Action antisporulante de la sulfanilamide chez les algues. C. R. Soc.
phys. Hist. nat. Geneve 57, 143-145.

1941. Action des sulfamides sur la gehflcation des matieres peptiques des algues vertes.
C. R. Soc. phys. Hist. nat. Geneve 58, 71-74.
et J.-F. Schopfer. 1960. Effet de Synergie des conditions simultanees de carboautotrophie
et de carboheterotrophie observdes dans la croissance de quelques algues. Rev. Suisse
Hydrol. 22, 103-110.
et S. Soloweitchik. 1942. Action protectnce de la Vitamine H contre l'mtoxication
par la sulfanilamide de dix especes d'algues vertes. C. R. Soc. phys. Hist. nat. Geneve 52
167-168.

1943. Contribution ä l'etude de la sulfamidose chez ies algues vertes. Schw. Z Path
Bakt. 6, 345-347.
etV. Uehlinger. 1955. Concentration en gazcarbomquedel'atmosphereutileälacroissance
d'une algue umcellulaire. Arch. Sc. phys. nat. 8, 221-225.

Comar C.L. et F. B. Zscheile. 1942. Ind. Eng. Chem. Anal. Ed. 14, 877; Plant Physiol. 17,
198—209 (d apres K. Paech et M. V. Tracey, Moderne Methoden der Pflanzenanalyse.
Vol. 4, Berlin 1955).

Davis B.B 1951. Aromatic biosynthesis 3. Role of p-aminobenzoic acid m the formation of
vitamin B12. J.Bact. 62, 221-230.

Davidson J.-N. 1960. La biochimie des acides nucleiques. Dunod, Pans.
Emerson R. et C. M. Lewis. 1939. Factors influencing the efficiency of photosynthesis. Amer

J. Bot. 26, 808-822.
Haag E. 1942. Sur le rougissement d'une algue verte. These (Geneve).

etCh.Dalphin. 1943. Note sur le microdosage des nitrates d'apres Lemoigne,Moguillon,
Desveaux. C. R. Soc. phys. Hist. nat. Geneve 60, 145-150.

Iwamura T„ E. Hase, Y. Morimura et H. Tamiya. 1955. Life cycle of the green alga Chlorella
with special reference to the protein and nucleic acids contents of cells in successive formative
stages. Biochemistry of Nitrogen (Helsinki).

Johnston R. 1959. Preliminary studies on the responses of marine algae to antimetabolites.
Int. Oceanogr. Congress.

Kieselbach R. 1944. Ind. Eng. Chem. Anal. Ed. 16, 764.
Kol E. et F. Chodat. 1934. Quelques algues nouvelles des sols et de la neige du Pare national

Suisse. Bull. Soc. Bot. Gen. 25, 1-14.
Krauss R.W. 1953. Inorganic nutrition of algae. Dans Burlew (1953), 85-102.
Lemoigne M., P. Monguillon et R. Desveaux. 1937. C. R. Acad. Sc. 204, 683-686.
Monod J. 1949. The growth of bacterial cultures. Ann. Rev. Microbiol. 3, 371-393.
Moyse A. et A. Yvon. 1956. Etude de la croissance d'algues monocellulaires en cultures accHerees.

J. rech. C. N. R. S. 35, 169-175.
Myers J. 1951. Physiology of the algae. Ann. Rev. Microbiol. 5, 157-180.

64



Myers J., J. N. Phillips et J.-R. Graham. 1951. On the mass culture of algae. Plant Physiol.
26, 538-548.

Nihei T., T. Sasa, S. Miyachi, K. Suzuki et M. Tamiya. 1954. Change of photosynthetic
activity ofChlorella cells during the course of their normal life cycle. Arch. Mikrob. 21,155-164.

Pratt R., J. F. Oneto et J. Pratt. 1945. Studies on Chlorella vulgarisX. Amer. J. Bot. 32, 405-408.
Pringsheim E. G. 1951. Methods of cultivation of algae. Manual of Phycology (Waltham, Mass.),

347-357.
Robertson T. B. 1908. On the normal rate of growth of an individual and its biochemical signi¬

ficance. Arch. Entw. mech. Organ. 25, 580-614.
— 1923. The chemical basis of growth and senescence. Philadelphia.

SivaSankarD.V. 1958. Paraminobenzoic acid and sulphanilamide in the inhibition of Neurospora
crassa. Nature 181, 629-630.

Sophoulis E. 1959. Analyse qualitative de quelques sulfamides par la Chromatographie sur
papier. Ann. Pharm. Fr. 17, 446-453.

Stroun M. 1956. Contribution ä l'etude du developpement des c6reales. These (Geneve).
Tamiya H. 1950. Some theoretical notes on the kinetics of algal growth. Bot. Mag. Tokyo 64,

167-173, 216-218.
— et al. 1953. Correlation between photosynthesis and light independent metabolism in

the growth of Chlorella. Bioch. Biophys. Acta 12, 23-40.
Uehlinger V. et F. Chodat. 1955. Influence d'intensit6s lumineuses vari6es sur la croissance, le

titre en chlorophylle et le pouvoir photosynthetique d'une algue unicellulaire. Arch. Sc.

phys. nat. 8, 187-198.
— et A. Linder. 1955. L'efficacit6 du d6nombrement dans l'hemacytometre. Arch. Sc. phys.

nat. 8, 429-441.
Umbreit W.W., R.H.Burris et J.F.Stauffer. 1949. Manometric techniques and tissue meta¬

bolism. Minneapolis, 227 p.
Wiedling S. 1941. The inhibitory action of p-aminobenzoic acid on sulfanilamides in experiments

with Diatoms. Bot. Notiser 1941, 375-392.
Woods D.D. 1940. The relation of p-aminobenzoic acid to the mechanism of the action of

sulphanilamide. Brit. J. exp. Path. 21, 74-90.

5 65


	Sensibilité au sulfanilamide de quelques algues vertes cultivées dans des conditions de carboautotrophie et de carbohétérotrophie

