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Abstract 

Action of Sublethal Doses of Heavy Metals on the Growth Characteristics of the Diatom Skeletonema 

costatum 

Sublethal effects of mercury, cadmium and copper on the diatom Skeletonema costatum 

(Grey.) Cleve, grown in batch and bacteria-free culture are studied. Division rate, 
maximum yield growth, mean cell volume, particulate carbon and nitrogen, and 14C- 
bicarbonate uptake are used as toxic impairment criteria. Division rate is the 
first-affected and most sensitive parameter, but algal responses vary according to 
the metal. Hg produces an acute decrease in division rate, followed by a temporary 
recovery of growth capacity within the first 48 h after metal addition. Cd, on the 
other hand, increases division rate, followed by an obvious decrease. Cu reduces 
division rate slowly or quickly, depending on the metal concentration. Cell synthe- 
sis capacity (culture biovolume, particulate carbon and nitrogen, carbon assimila- 
tion) is less affected than division rate, especially with Hg. The C:N cell ratio 
is unchanged at sublethal concentrations, even when production is reduced. The mean 
cell volume is slightly affected: the variations are not greater than those of the 
control during its growth phases. Markedly teratological forms are never observed. 
In the authors' opinion, these results confirm that many parameters and growth 
kinetic aspects must be considered to fully appreciate the effects of sublethal 
concentrations of heavy metals. It would also be of advantage to develop a better 
methodology for such research, applying, for example, techniques already employed 
in enzymology. 

I ntroduction 

Dans une publication ant&rieure, nous 
avons montr& le rSle inhibiteur tr~s im- 
portant de certains m&taux lourds sur la 
croissance du phytoplancton marin (Ber- 
land et al., 1976). Cette &tude, r~alis&e 
sur un grand nombre d'algues, a mis en 
&vidence la diversit& des r~sultats en 
fonction des esp~ces et permis de d~- 
terminer, parmi les esp~ces &tudi&es, 
celles qui sont les plus sensibles et 
celles, au contraire, plus r&sistantes, 
encore que, pour une meme algue, les 
seuils de toxicit& different selon les 
m~taux utilis&s. C'est ainsi qu'il est 

tent ~ de fortes concentrations de plomb, 
et se diff&rencient par des r&ponses 
tr~s vari&es ~ la presence de cadmium et 
de cuivre. 

Apr~s ces premieres recherches, il 
convenait de caract~riser les perturba- 
tions apport&es au m~tabolisme par la 
pr&sence de m~taux lourds ~ des concen- 
trations subl&tales, de v~rifier quelles 
sont les premieres manifestations de la 
toxicit& sur la qualit& de la production 
et de rechercher ainsi le param~tre 
estimatif de la croissance le plus appro- 
pri& ~ d~tecter l'apparition de l'inhi- 
bition. Une telle &tude &tait rendue d'au- 
tant plus n&cessaire que jusque i~ assez peu 

apparu que !es algues marines sont parti- de travaux ont &t& consacr&s ~ cette 
culi~rement sensibles au mercure, r&sis- question dans cette optique. De plus, 

certains d'entre eux, souvent mentionn&s 
*Adresse actuelle: Dr. V.I. Kapkov, Chaire dans la litt~rature, tels ceux de Stee- 
d'Hydrobiologie, Universit~ Lomonosov, Moscou, mann Nielsen et collaborateurs (Steemann 
URSS. Nielsen et al., 1969; Steemann Nielsen 
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et Kamp-Nielsen, 1970; Steemann Nielsen 
et Wium-Andersen, 1971), s'ils ont trait tal de base 

l'influence du m~tal sur la photosyn- 
th~se et la croissance, concernent essen- Eau de mer 
tiellement les algues d'eau douce. Quant 
aux travaux portant sur les algues ma- 
rines, ils ne se rapportent le plus sou- 
vent qu'~ des aspects tr~s limit,s du 
m~tabolisme, tel par exemple, le prob- 
l~me particulier de l'accumulation des 
m~taux dans la cellule. 

La mesure de la densit~ optique 
600 nm utilis~e dans la pr~c~dente ~tude 
d~j~ cit~e, pour estimer la croissance, 
se justifiait par sa facilit~ d'emploi 
dans un travail de caract~re extensif, 
mais cette m~thode reste assez peu pre- 
cise et ne donne qu'une indication glo- 
bale r~sultant de nombreux facteurs: 
taille des cellules, densit~ du cyto- 
plasme, ~paisseur de la paroi cellulaire, 
richesse et nature des pigments (Spencer, M@tal Sel 
]954). Pour cette raison, nous avons 
pr~f~r~, dans le present travail, suivre 
la croissance au moyen de crit~res 

. , Hg 
varies nous permettant de mieux apprecmer Cd 
le comportement des cel!ules et l'~volu- 
tion globale de la culture en presence cu 
de diff~rentes concentrations de mercure, 
cadmium et cuivre. Nous avons employ~ 

Tableau i. Composition du milieu exp@rimen- 

900 ml 
Eau distillAe iOO ml 
KNO 3 200 ~moles 
Na2HPO4, H20 20 ~moles 
Na2SiO 3, 9H20 120 umoles 
FeCI3, 3H20 4 Hmoles 
TRIS 2 mmoles 
Thiamine 600 nmoles 
Biotine 1,6 nmole 
BI2 0.55 nmole 
Salinit@ 35 
pH 7,8 

Tableau 2. Concentrations mhtalliques subl~- 
tales utilis~es, exprim~es en ug/l (= ppb de~ 
auteurs anglo-saxons) 

conjointement fournit, de plus, uneap- nombreux travaux lui ont ~t~ consacr6s 
pr~ciation sur la densit~ du cytoplasme) ; et, dans l'ensemble, les exigences nutri- 
(b) l'assimilation du carbone par la tionnelles de cette esp6ce, ainsi que 
m~thode du 14C, qui refl6te moins une 
biomasse qu'une vitesse de croissance 
mesur~e pendant une p~riode br~ve; (c) 
la mesure de I'ATP, qui est un consti- 
tuant cellulaire tr6s rapidement d~grad~ 

la mort des cellules et qui est plus 
particuli~rement representative de la 
mati~re vivante ~stricto sensul; (d), la 
numeration cellulaire n~cessaire 
l'~tablissement de la vitesse de divi- 
sion et qui reste indispensable si l'on 

iMalheureusement les r~sultats obtenus avec cet- 
te m~thode n'ont pu ~tre exploit~s dans le 
present travail, du fait de l'action des ions 
m~talliques en particulier du mercure, qui 
diminuent l'activit@ enzymatique, sans qu'il 
soit possible de d~terminer l'importance de 
cette erreur syst@matique avec une pr@cision 
suffisante. 

les divers aspects de ses comportements 
physiologique et biologique sont assez 
bien connus. 

Matdriel et m~thodes 

La souche de Skeletonema costatum (Greville) 
Cleve, maintenue en culture abact~rienne, 
provenait de la collection du labora- 
toire de l'Office des P~ches canadien de 
Vancouver. 

L'inoculum a ~t~ cultiv~ sur un milieu 
d'exp~rience (Tableau I), plus pauvre en 
nutrilites que celui habituellement re- 
tenu pour les cultures d'algues dans 
notre laboratoire (Antia et al., 1975), 
et dont l'eau de mer, constituant essen- 
tiel, avait ~t~ pr~lev~e en M~diterran~e, 

10 milles au large des c~tes marseil- 
laises, ~ une profondeur de 50 met 

des titres divers, d'~valuer la mati~re 
organique en suspension dans les eaux 
marines: (a) certaines, de nature pon- 
d~rale, donnent une indication sur la 
masse totale du materiel particulaire 
sans apporter d'information r~elle sur 
l'~tat vivant ou non des cellules, telles 
les mesures de carbone et d'azote parti- 
culaires (le volume cellulaire estim~ 

m~thodologie, nous avons @tudi~ la dia- 
tom~e marine Skeletonema costatum, qui est 
d'un int~r~t ~cologique certain et 
l'origine de floraisons importantes dans 
les eaux superficielles de la province 
n~ritique, 0~, pr~cis~ment, l'on peut 
penser que les perturbations apport~es 
par les effluents industriels cStiers 
sont les plus marquees. Par ailleurs, de 

plusieurs m~thodes choisies volontaire- veut rapporter tousles composants 
ment parmi celles actuellement pratiqu~es l'unit~ cellulaire. 
en oc~anographie et qui permettent, ~ Dans cette optique et avec cette 

HgCl 2 5 7,5 10 
CdCl2, 2,5H20 25 50 IOO 
CuCl 2 , 2H20 50 iOO 200 

Concentrations de m~tal 
utilis~es 
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filtr~e sur membrane de 0,22 ~m,. Les 
phosphates et les vitamines sont incor- 
por~s au milieu de base apr6s autoclavage 
de ce dernier, par filtration st~rili- 
sante. On doit remarquer que l'on n'ap- 
porte au milieu experimental ni m~taux- 
traces (except~ le fer), ni ch~lateur, 
tel d'EDTA, et ceci afin d'6viter tout 
masquage ~ventuel de l'action toxique 

ces num~rations que sont calcul~s les 
taux journaliers de division. 

Les volumes cellulaires sont appr~ci~s 
partir des informations donn~es par un 

compteur ~lectronique de particules 
(compteur "Coulter" mod61e "A industriel") 
~quip~ d'une sonde de 70 ~m d'ouverture. 
Une distribution de fr~quence des parti- 
cules est ~tablie en fonction du volume 

des m~taux lourds li~ ~ une complexation, avec un intervalle de classe de raison 
une copr~cipitation ou ~ un antagonis- ~ en volume. C'est ~ partir de l'histo- 

me entre constituants m~talliques, comme 
cela a ~t~ d~montr~ par Steemann Nielsen 
et ~amp-Nielsen (1970). L'exp~rimenta- 
tion est conduite dans des ballons de 
2 i, contenant 1,5 1 de milieu. Les en- 
semencements sont effectu~s avec des 
inoculums provenant d'une culture m~re 
en phase de croissance logarithmique ap- 
portant une densit~ cellulaire initiale 
de 34.103 cellules par m!, densit~ qui 
peut ~tre consid~r~e comme ~lev~e, mais 
qui ~tait rendue n~cessaire si l'on 
voulait que certaines analyses de nature 
pond~rale pussent ~tre effectu~es dans 
de bonnes conditions; 48 h apr~s l'ense- 
mencement des ballons, les sels m~tal- 
liques sont apport~s st~rilement sous 
forme de chlorures, pour chacun d'entre 
eux, ~ trois concentrations subl~tales 
(Tableau 2), d~termin~es ~ partir des 
caract~ristiques de toxicit~ observ~es 

gramme ainsi obtenu qu'est d~termin6e la 
population des cellules, et qu'est ul- 
t~rieurement calcul~ le volume moyen cel- 
lulaire de chaque population. Skeletonema 

costatum formant des cha[nes, nous 
n'avons pu utiliser cette m~thode ~lec- 
tronique pour effectuer la numeration 
cellulaire proprement dite. 

Les teneurs en carbone et azote cellu- 
laires sont mesur~s ~ l'aide d'un analy- 
seur "Perkin Elmer" mod61e "240", selon 
la m~thode d~crite par Kerambrun et Sze- 
kielda (1969). Le materiel particulaire 
est retenu sur filtre "Whatman" GFC de 
25 mm de diam6tre. Pour chaque ~chantil- 
lon, la quantit~ totale de cellules ana- 
lys~es a vari~ entre 40.106 et 80.106. 
Le calcul final est obtenu en retirant 
un blanc correspondant ~ la moyenne des 
filtres neufs. 

Le taux d'assimilation du carbone est 
dans un travail ant~rieur (Berland et al., mesur~ par la m~thode de Steemann Niel- 
1976). L'exp~rience est men~e en tripli- 
cata pour chacune des concentrations 
~tudi~es. Les r~ponses ainsi obtenues 
sont compar~es ~ celles de trois t~moins 
dans lesquels on n'a apport~ aucun sel 
m~tallique, et qui, en consequence, ne 
contiennent comme traces m~talliques que 
celles initialement pr~sentes dans l'eau 
de mer, que l'on peut consid~rer comme 
n~gligeables, car ne d~passant pas 1/50 
des quantit~s les plus faibles ajout~es. 
Les cultures sont incub~es ~ 20~ sous 
une ~nergie lumineuse de 1,5 mW/cm 2, 
dispens~e par des tubes fluorescents 
"Sylvania-Grolux" et r~pondant ~ un 
rythme circadien de 14 h de jour et 10 h 
de nuit. Tout au long de l'exp~rimenta- 
tion, d'une dur~e de huit jours, tous 
les pr~16vements ont ~t~ r~alis~s syst~- 
matiquement ~ une m~/ne heure, en d~but 
des p~riodes d'illumination, saul en ce 
qui concerne la mesure d'assimilation du 
carbone pour laquelle un pr~16vement 
suppl~mentaire a ~t~ fait en fin d'une 
p~riode d'~clairement. 

sen (1952). On inocule I ml de NaH14CO 3 
pr~sentant une activit~ de 1,2 ~Ci dans 
chacun des r~cipients d'incubation, qui 
sont des tubes ~ essais st~riles 
bouchons viss~s de 33 ml. Les cultures 
sont ensuite incub~es ~ 20~ pendant 4 h 
sous une lumi~re identique ~ celle uti- 
lisle pour la culture exp~rimentale. 
Pour chaque pr~16vement, 3 tubes sont 
incubus, dont un maintenu ~ l'obscurit~ 
pendant le m~me temps. Apr6s incubation 
le contenu des tubes est filtr~ sur fil- 
tres "Millipore" 0,45 bm, lesquels sont 
d~ss~ch~s en presence de silicage!. L'ac- 
tivit~ des filtres est mesur~e au moyen 
d'un spectrom6tre ~ scintillation liquide 
"Intertechnique SL 30" en utilisant le 
m~lange scintillant suivant: toluene, 
I i; PPO, 4 g; dim~thyl POPOP, O,1 g. 
Les r~sultats sont exprim~s en nombre de 
coups/min. 

En ce qui concerne les num~rations 
cellulaires, toutes les valeurs estim~es 
pour chacun des flacons sont mat~ria- 
lis~es dans l'expos~ des r~sultats. Par 

La numeration cellulaire a ~t~ obtenue contre, pour les autres param6tres, nous 
par observation directe au microscope, 
au moyen d'une chambre h6matim~trique de 
Neubauer. Le hombre de cellules compt~es 
ayant toujours ~t~ sup~rieur ~ I 500, 
l'erreur dolt ~tre inf~rieure ~ • 5%, 
avec un coefficient de s~curith de 95% 
(Lund et al., 1958). C'est ~ partir de 

avons indiqu~ une valeur moyenne, pro- 
c~d~ qui ~tait rendu obligatoire, en 
particulier pour les analyses de carbone, 
d'azote et de volume particulaires, puis- 
que dans ces cas precis, les donn~es 
~taient calcul~es ~ partir d'un seul 
~chantillon obtenu par le m~lange en 
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Fig. i. Skeletonema costatum. Evolutions en fonction du temps de la densit~ cellulaire et du taux 
journalier de division de l'algue soumise ~ 3 concentrations subl&tales de mercure, de cadmium ou 
de cuivre. La fl~che verticale mat~rialise le moment de l'introduction du m&tal dans le milieu de 
culture 

quantit~s &gales, des pr&l~vements el- cure dans le milieu de culture, le temps 
fectu~s simultan&ment dans les 3 cultures de g~n~ration &tant d'ailleurs d'autant 
&quivalentes. plus long que la quantit& de mercure 

R 6 s u l t a t s  

Evolution des num~rations cellulaires et vi- 

tesses de division 

En pr&sence de mercure, ~ toutes les 
concentrations, le nombre de cellules de 
Skeletonema costatum par ml est toujours 
plus faible que dans le contrSle d&pour- 
vu de m&tal toxique, ce qui est accom- 
pagn~ ici d'une diminution de la vitesse 
de division (Fig. I); ce ralentissement 
est particuli~rement marqu& durant les 
24 h qui suivent l'introduction du mer- 

introduit est plus &lev&e (respective- 
ment 5,97, 10,2 et 28 jours pour les 3 
concentrations de mercure utilis&es de 
5, 7,5 et 10 ppb). Les 2 jours suivants, 
entre la 24~me et la 72~e heure qui 
suivent l'apport du m&tal, le temps de 
g&n&ration oscille entre 1,5 et 2 jours 
et est donc tr~s voisin de celui du con- 
trSle (1,4 jour). Apr~s le 3~ne jour il 
se produit ~ nouveau une diminution de 
la vitesse de division en relation di- 
recte avec la concentration de m~tal. 

Ces ph&nom~nes se retrouvent pour la 
concentration la plus &!ev&e de cuivre, 
en moins marqu~ cependant, puisque le 
temps moyen de g&n&ration n'augmente que 
jusqu'~ 4,5 jours pendant les premieres 
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24 h pour atteindre une valeur tr~s 
br~ve de 1,34 jour apr~s 48 h. Par 
contre, pour la plus faible concentra- 
tion de 50 ppb, la vitesse de division 
est aussi ~lev~e que dans le t~moin. Ii 
estt~ remarquer, pour cette concentra- 
tion, la presence d'un arr~t brutal de 
d~veloppement entre la 48~me et la 72~me 
heure, avec un temps moyen de g~n~ration 
d~mesur~ment allong~ ~ 43,2 jours. Ce 
ph~nom~ne se retrouve pour la concentra- 
tion interm~diaire de cuivre de 1OO ppb 
avec un l~ger d~calage de 24 h et un 
ralentissement de division moins marqu~ 

Hg par rapport ~ ce que l'on observe 
dans les contrSles; pour les concentra- 
tions les plus ~lev~es de Hg (7,5 et 
10 ppb), on observe m~me un arr~t total 
de cet accroissement ~ partir du 4~me 
jour, alors que, pour la concentration 
la plus faible de 5 ppb, cette augmenta- 
tion a encore lieu, meme si elle est ra- 
lentie en fin d'exp~rimentation. Rap- 
port,s ~ l'unit~ de cellule, les volumes 
moyens pr~sentent des ~volutions assez 
proches de celles observ~es chez les 
t~moins avec cependant une augmentation 
plus marquee durant les 24 premieres 

(temps de g~n~ration moyen de 6,9 jours), heures qui suivent l'apport du Hg. En 
fin d'exp~rimentation, les volumes moyens Avec le cadmium, ~ toutes les concen- 

trations, on observe une augmentation de par cellule se pr~sentent selon un ordre 
la vitesse de division pendant les pre- croissant, fonction de la concentration 
mitres 24 h qui suivent l'injection du du m~tal, et sont un peu sup~rieurs 
m~tal dans le milieu de culture, puisque celui du t~moin. 
les temps moyens de g~n~ration sont de Le Cu a une action du m~me ordre que 
1,42, 1,52 et 1,29 jours, donc inf~rieurs pr~c~demment pour des concentrations de 

ceux du t~moin pour la m~me p~riode 50 ppb et 100 ppb: il est ~ l'origine 

(1,86 jour). Pour les 3 concentrations, 
on remarque ensuite un ralentissement de 
la croissance avec un temps moyen de g~- 
n~ration de 11,4 jours pour 25 ppb, 
suivi, en particulier pour cette concen- 
tration, d'une reprise de l'activit~ de 
division. 

On doit signaler cependant que les 
vitesses de division sont calcul~es en 
suivant l'~volution des hombres moyens 
de cellules, lesquels sont obtenus ~ par- 
tit des densit~s de cellules de chacun 
des 3 ballons ~tudi~s en parall~le et 
que l'on a pu observer entre ces derniers 
une certaine dispersion des valeurs de 
densit~s cellulaires, dispersion d'autant 
plus importante que les concentrations 
du m~tal apport~es sont plus faibles. 

Evolution des volumes celiulaires 

Dans les t~moins, avec la fin de la 
phase exponentielle de division, on oh- 

d'un ralentissement de l'accroissement 
des biovolumes, encore plus caract~ris- 
tique ~ 200 ppb, ralentissement plus 
marqu~ que celui observ~ pour les divi- 
sions cellulaires. Iien r~sulte un vo- 
lume par unit~ de cellule de 42 V/n3/ 
cellule, parmi les plus faibles que nous 
ayions constat~s, encore que les valeurs 
prises isol~ment doivent ~tre consider~es 
comme moins significatives de la toxi- 
cit~ que l'~volution en fonction du 
temps de ces valeurs celluiaires com- 
parees ~ celle des t~moins. 

L'apport de Cd aux concentrations de 
100, 50 et 25 ppb n'entra~ne pas une 
augmentation de volume cellulaire moyen 
pendant les 24 premieres heures comme on 
peut l'observer chez les t~moins et avec 
les apports de Hg et de Cu. Iien r~- 
sulte, ~ ce stade, et pour les 3 concen- 
trations, une difference tr~s marquee 
avec le volume moyen du contrSle, de 
l'ordre de 70 ~m3 en moyenne contre 109 
~m3; cette diminution du volume cellu- 
laire est la consequence ~ la lois de 
l'acc~l~ration d~j~ mentionn~e des ph~no- 

serve un arr~t de l'accroissement des m~nes de division durant cette p~riode 
biovolumes par unit~ de volume de culture et, conjointement, du ralentissement ob- 
(Fig. 2). Iien r~sulte une diminution serv~ pour l'accroissement du biovolume 
marquee du volume moyen de l'unit~ cel- 
lulaire qui, entre le jour Oet le jour 
7, d~cro~t de pros de la moiti~, de 109 

57 ~m3; nous retrouvons donc ici cette 
diminution de volume moyen cellulaire 
fr~quente dans les cultures d'algues r~- 
alis~es en milieu fermi, lorsque ces 
derni~res approchent de la phase de pla- 
teau, diminution qui a d~j~ ~t~ men- 

total. Ii y a lieu de remarquer qu'en 
fin d'exp~rimentation, le biovolume to- 
tal est paradoxalement plus ~lev~ pour 
ia plus forte concentration test~e, 
situation inverse de celles que nous 
avions observ~es pour les cultures 
soumises ~ l'action des deux autres m~- 
taux; ce qui se traduit par une augmen- 
tation du volume cellulaire moyen qui 

tionn~e dans des ~tudes r~alis~es avec atteint la plus forte valeur rencontr~e 
d'autres esp~ces d'algues (Berland et al., le jour 7 soit 99 V/n 3 . 
1970; Davies, 1976). En d~finitive, les variations par 

L'augmentation des biovolumes en fonc- rapport aux t~moins des volumes moyens 
tion du temps est r~duite en presence de observes en presence des 3 m~taux, m~me 
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Fig. 2. Skeletonema costatum. Evolution des volumes cellulaires (rapport~s ~ l'unit~ cellulaire et 
i ml de culture) de l~algue soumise ~ 3 concentrations subl~tales de mercure, de cadmium ou de 

cuivre 

Fig. 3. Skeletonema costatum. Exemple de variations de la forme et de la taille des cellules sous 

l'action de certains m~taux lourds. (a) Cellules obtenues en milieu de culture normal; (b) cellules 
observ~es dans un milieu contenant du cuivre ~ une concentration de 200 ppb 
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cadmium ou de cuivre 

si elles sont sensibles, restent tou- able de l'axe pervalvaire (Fig. 3) tra- 
jours inf~rieures en amplitude, ou au duit un blocage partiel de la division 
plus ~gales, ~ celles observ~es chez les qui appara[t chez certains composants 
t~moins en fonction du temps. Ainsi, seulement de la population ~ un moment 
pour le Cd, pour lequel elles sont les donn&. Une augmentation relativement 
plus &lev~es, ces variations ne d~passent faible du volume moyen traduit donc en 
pas un rapport de I ~ 2. fait, le plus souvent, une dispersion 

On doit n~anmoins pr~ciser la signi- des volumes autour de la moyenne bien 
fication des valeurs mentionn&es lors de plus grande que celle observ~e pour la 
l'appr&ciation des volumes cellulaires population de contrSle. 
moyens qui repr~sentent, comme tousles 
param~tres globaux, une integration sta- 
tistique des &tats individuels de cha- 
cune des cellules de l'~chantillon au 
moment du pr~l~vement. En effet, ~ l'ob- 
servation directe, il est apparu que les Pour tousles pr&l~vements, les valeurs 
tailles des cellules pouvaient presenter de carbone rapport&es ~ l'unit& de volu- 
une tr~s grande h~t&rog&n&it~ en pr&sence me de culture pr~sentent un parall~lisme 
de m~taux. Cette taille variable, due le marqu~ avec celles relatives ~ l'azote 
plus souvent ~ un allongement consider- (Figs. 4 et 5). L'augmentation de ces 

Evolution du carbone et de l'azote particulaires 
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Fig. 5. Skeletonema costatum. Evolution des teneurs en azote cellulaire (rapport~es ~ l'unit~ cel- 
lulaire et ~ i ml de culture) de l'algue soumise ~ 3 concentrations subl~tales de mercure, de cad- 
mium ou de cuivre 

constituants est moins importante en 
presence des m~taux, et, pour Hg ~ 10 
ppb, ce ralentissement de la croissance 
va jusqu'~ un arr~t complet en fin d'ex- 
p~rimentation. 

Par unit~ cellulaire, on constate, 
pour les contrSles et pour la plupart 
des concentrations m~talliques, une di- 
minution caract~ristique des teneurs en 
carbone et en azote pendant la premidre 
moiti~ de l'exp~rimentation, reprodui- 
sant ainsi une figure d'observation d~j~ 
mentionn~e dans la litt~rature (Berland 
et al., 1970; Pugh, 1975), et qui traduit 
un taux de division ~lev~. Par contre, 
pour les 3 concentrations de Hg et pour 
le Cu ~ 200 ppb, on observe une augmen- 
tation tr~s marquee des quantit~s de 
constituants cellulaires par cellule, 
consequence pr~cis~ment du ralentisse- 
ment des divisions observ~ durant cette 

Le rapport C:N est relativement con- 
stant avec des valeurs voisines de 5 
(Tableau 3), tr~s proches de celles du 
contr~le. Tout au plus, doit-on men- 
tionner une ~l~vation de ce rapport jus- 
qu'~ des valeurs respectives de 5,21 et 
5,51 avec les derniers pr~l~vements r~- 
alis~s en presence de Hg aux concentra- 
tions de 10 ppb et 7,5 ppb. Inversement, 
une augmentation plus marquee des teneurs 
en azote en fin d'exp~rimentation avec 
le Cd A 1OO ppb se traduit par un abais- 
sement de ce rapport C:N jusqu'~ 4,5. 

Evolution du taux d 'assimilation du carbone 

La teneur en E CO 2 dissous varie tou- 
jours dans le sens d'une diminution au 
cours du d~veloppement d'une population 
algale croissant en milieu fermi; comme 

p~riode pour ces m~taux, non accompagn~ il nous ~tait mat~riellement impossible 
d'une r~duction ~quivalente des processus de r~aliser pour tousles pr~l~vements 
m~taboliques intervenant dans les syn- une analyse du ~ CO 2 dissous par la 
theses carbon~es et azot~es, m~thode la plus precise, qui est celle 
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Tableau 3. Effet des apports de m&taux & diff&rentes concentrations 
sur l'~volution dans le temps des valeurs du rapport C:N. -: pas de 

donn&es 

Temps T@moin Hg (ppb) ..Cd (ppb) Cu (ppb) 
(jours) 1o 7,5 5 100 50 25 200 iOO 50 

O 5,16 

i 4,50 
4 4,84 
7 4,81 

- 5,18 4,16 5,16 5,41 5,04 4,42 5,21 5,00 
4,41 5,16 4,49 4,81 4,68 4,76 4,94 4,72 5,06 
5,31 5,18 5,17 4,70 4,45 4,84 4,65 4,66 4,58 
5,21 5,51 5,17 4,53 4,91 4,71 4,99 5,02 5,09 
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de titrimEtrie de Van Slyke, nous n'avons Par contre, avec la plus faible concen- 
pu rapporter pour chaque pr~l~vement 
l'activit~ radioactive mesur~e ~ un taux 
d'assimilation du carbone; en consE- 
quence, les r~sultats n'ont pu ~tre pr~- 
sent~s que sous la forme d'une activit~ 
recueillie par unit~ de volume de cul- 
ture ou par unit~ cellulaire. Nous avons 
arr~t~ ces mesures le jour 4, alors que 
toutes les cultures, tout au moins cel- 
les de contr~le, ~taient encore en phase 
exponentielle de division et donc que le 
CO 2 dissous ~tait manifestement en con- 
centration non limitante. 

La presence d'un cycle d'~clairement 

tration ~tudi~e de 25 ppb, on constate 
la IO~me heure, soit ~ la fin de la pE- 
riode d'illumination qui suit l'injec- 
tion du m~tal, un taux d'incorporation 
plus important que celui observe en d~- 
but d'exp~rimentation, contrairement 
ce que l'on observe avec toutes les 
autres combinaisons m~talliques et dans 
les t~moins. La dispersion considerable 
observ~e entre les 3 pr~l~vements paral- 
l~les, qui se situe dans un rapport de 
I ~ 6 semblerait indiquer qu'il s'agit 
i~ d'un art~fact, d'autant plus que les 
taux de carbone intracellulaire sont 

nycth~mEral est ~ l'origine de variations durant cette ~poque en nette diminution. 
journali~res importantes dans l'activit~ 
photosynth~tique chez les populations 
naturelles (Doty et Oguri, 1957) et dans 
les cultures d'algues unisp~cifiques. 
Nous retrouvons, dans la pr~sente ex- 
perience et dans les t~moins, ce ph~no- 
m~ne qui se traduit par une diminution 
tr~s accus~e de l'assimilation du 14C 
la IO~me heure apr~s l'injection du mE- 
tal, ~ la fin d'une p~riode d'illumina- 
tion, et une augmentation relative tout 
aussi importante de cette incorporation 

la 24~me heure, au d~but de la p~riode 
d'illumination suivante (Fig. 6). En- 
suite, tr~s rapidement, ce taux rapportE 

l'unit~ de cellule, d~cro~t fortement 
pour atteindre le jour 4 des valeurs 3,5 
fois plus faibles que celles mesur~es en 
d~but d'exp~rimentation pour des posi- 
tions ~quivalentes du rythme nycth~m~ral 
(respectivement 26 et 7 coups/min pour 
104 cellules et par ml). Cette d~crois- 
sance tr~s rapide de l'incorporation du 
carbone par cellule, alors que la cul- 
ture est toujours en phase exponentielle 
de division, est un ph~nom~ne qui a d~j~ 
~t~ mis en ~vidence dans un travail an- 

Les figures observ~es en presence de 
Cu indiquent, apr~s une diminution de 
l'activit~ photosynth~tique d~j~ men- 
tionn~e avec les autres Echantillons, 
une reprise par unit~ de volume sensible- 
ment moins marquee qu'en presence de Hg 
et de Cd. De plus, cette reprise semble 
s'effectuer avec un certain d~phasage 
entre les diff~rentes concentrations, 
rappelant en cela les ~volutions discon- 
tinues des num~rations cellulaires que 
nous avons observ~es pour ces m~mes con- 
centrations. 

Discussion et conclusion 

A partir de ces r~sultats obtenus avec 
Skeletonema costatum, il appara~t d'une 
mani~re indiscutable que, parmi les para- 
m~tres suivis, et pour les 3 m~taux 
~tudi~s, c'est l'~volution du nombre de 
cellules en fonction du temps, et donc 
la vitesse de division (ou son inverse, 
c'est-~-dire le taux moyen de g~n~ra- 
tion), qui para[t ~tre dans l'ensemble 
le premier param~tre perturb~ lorsque 

tErieur utilisant un autre materiel (Ber- l'on ~tudie l'influence des 3 m~taux Cd, 
land et al., 1970). 

Le taux d'assimilation en presence de 
Hg ~ toutes les concentrations est assez 
similaire ~ celui observ~ dans les t~- 
moins avec cependant une incorporation 
par unite de volume moins rapide pour 
tousles ~tats des cultures; l'amoin- 
drissement de l'incorporation est d'au- 
tant plus net que le m~ta! est present 
une concentration plus ~lev~e (Fig. 6). 

Cu et Hg aux concentrations subl~tales. 
Si, pour les concentrations de Hg que 

nous avons ~tudi~es, cette action se 
manifeste, comme nous l'avons vu, dans 
le sens d'une diminution de la vitesse 
de division, d'autant plus marquee que 
le m~tal est present ~ une concentration 
plus ~lev~e, pour Cd, au contraire, il 
se produit paradoxa!ement une augmenta- 
tion tr~s sensible de cette vitesse, 

Rapport~s ~ l'unit~ cellulaire les ~carts amelioration d'ailleurs provisoire que 
avec les contrSles sont moins marquis; 
parfois m~me les incorporations y sont 
plus rapides que dans les t~moins et 
nous avons vu qu'il en r~sulte alors des 
valeurs de carbone intracellulaires plus 
importantes. 

Avec Cd dans le milieu, pour les con- 
centrations de 1OO et 50 ppb, on observe 
un ralentissement assez marqu~ de l'in- 
corporation, tout ~ fait coherent avec 
l'~volution des caract~res pond~raux. 

nous retrouvons ~galement en presence de 
Cu, mais dans ce cas, seulement ~ la 
plus faible concentration utilis~e, soit 
50 ppb. Cette stimulation de l'une des 
manifestations de la croissance qu'est 
la division cellulaire a ~t~ retrouv~e 
par Rzewuska et Wernikowska-Ukleja (1974) 
chez la chlorophyc~e dulgaquicole scene- 
desmus quadricauda cultiv~e en presence de 
Hg, et par Ibragim et Patin (1975) sous 
la forme d'une acc~l~ration de l'assimi- 



B.R. Berland et al. : Doses subl@tales de m@taux lourds sur S. costatum 97 

lation photosynth~tique du carbone pour normal. C'est l'hypoth@se mentionn~e par 
des populations naturelles mises en pr~- G~chter et al. (1973) qui tentent ainsi 
sence de Cu, Cd et Hg ~ certaines con- d'expliquer la phase de latence observ~e 
centrations. On dolt ~galement rapprocher chez une chlorelle soumise ~ l'influence 
de ces r~sultats les observations de du Cu. Mais on peut aussi consid~rer, au 
stimulation mentionn~es par Jackim et al. contraire, que les cellules, dans leur 
(1970) dans les activit~s in vivo d'en- ensemble, n'ont perdu que provisoirement 
zymes (en particulier de la phosphatase leurs potentialit~s de division, et 
alcaline) mesur~es dans le foie d'un qu'apr@s avoir subi de nombreuses pertur- 
poisson soumis ~ l'influence de Hg et bations dans leur activit~ m~tabolique, 
Pb. Si comme le pensent Ibragim et Patin, elles rentrent en possession de leur 
on peut comprendre assez bien l'am~liora- structure cellulaire initiale et r~cu- 
tion de croissance apport~e par le Cu p@rent l'int~grit~ de leur potentiel 
qui intervient comme coenzyme dans plu- 
sieurs r~actions du m~tabolisme, au ni- 
veau des ph~nom~nes respiratoires en 
particulier, et dont l'~ventail entre 
les concentrations consid~r~es comme 
favorisantes et celles ~ rSle l~tal est 
g~n~ralement r~duit, une telle r~ponse 
appara[t comme plus surprenante pour les 
algues mises en presence de Cd et de Hg, 
m~taux dont on n'a jamais pu mettre en 
~vidence la moindre fonction dans les 
voies normales de la chimie cellulaire. 
Ibragim et Patin (1975) avec des popula- 

~nerg~tique. A notre avis cette seconde 
hypoth~se correspond davantage ~ la r~- 
alit~ car nous avons remarque chez Skele- 
tonema costatum, au cours de ces p~riodes 
de ralentissement de division, une pour- 
suite des synth@ses, se traduisant par 
une augmentation sensible des consti- 
tuants et des volumes moyens cellulaires; 
ceci a ~galement ete mentlonne par Da- 
vies (I 976) chez Dunaliella tertiolecta. 
Cette opinion est confirm~e aussi par 
les travaux de Tingle et al. (1973) qui 
ont montr~ que, chez un cilia, des doses 

tions naturelles, expliquent cette stimu- subl~tales de Hg sont ~ l'origine d'une 
lation par des ph~nom~nes d'interrela- d~sorganisation tr@s pouss~e de la struc- 
tions algues-bact~ries, ph~nom~nes qui ture cellulaire, en particulier du chon- 
ne peuvent ~tre invoqu~s ici puisque nous driome, d~sorganisation qui n'est cepen- 
avons travaill~ en culture abact~rienne. 
Cependant, on peut remarquer que cette 
amelioration dans tousles cas n'est que 
transitoire et on doit penser qu'elle 
traduit d~j~ un d~r~glement du m~tabo- 
lisme et qu'elle est donc r~v~latrice en 
sol d'une potentia!it~ d'inhibition. Ii 
est alors tentant de rapprocher ces fi- 

dant que transitoire, car, apr~s un temps 
de 24 h, les cellules dans leur ensemble, 
recouvrent un ~tat normal, ce qui r~v~le 
donc une adaptation de l'ensemble de la 
population ~ !'alt~rag~ne; cette adapta- 
tion, nous l'avons nous-m~mes retrouv~e 
chez s. costatum; elle peut ~tre due, 
entre autres causes, ~ un processus de 

gures exp~rimentaies de celles de l'"hor- d~toxication par l'induction d'une pro- 
m~sis" (Chabbert, 1963), observ~es sur t~ine susceptible de complexer les ions 
des croissances de cultures de bact~ries, m~talliques comme l'ont d~montr~ Olafson 
mais aussi d'algues (Berland et Maestri- 
ni, 1969), soumises ~ des actions sub- 
inhibitrices d'antibiotiques. 

La diminution de la vitesse de divi- 
sion, qui peut ~tre tr~s marquee imm~- 
diatement apr~s l'injection du Hg dans 
le milieu de culture, rejoint un ph~no- 
m~ne trouv~ chez les dinoflagell~s par 
Kayser (1976), et appelle un d~veloppe- 
ment. Encore une lois, les pr~l~vements, 
parce qu'ils sont globaux, donnent une 
image statistique moyenne de l'ensemble 
des cellules constituant chacun des pr~- 
l~vements. On pourrait donc envisager, 
comme c'est le cas dans la phase de la- 
tence apparente de Fogg (1965), qu'une 
grande partie des cellules subit au mo- 
ment de l'introduction du m~tal des dom- 
mages structuraux et un choc m~tabolique 
irreversible entrainant une mortalitY. 
Dans ce cas, le ralentissement de crois- 
sance observ~ sur la population globale 
ne serait, en fait, qu'apparent, puisque 
les quelques cellules rest~es viables 
continuent de se diviser ~ un rythme 

et Thompson (1974) chez des vertebras 
marins et MacLean et al. (I 972) chez la 
cyanophyc~e Anacystis nidulans. 

NOUS avons vu qu'en presence de Cu, 
les figures repr~sentant les ~volutions 
des densit~s cellulaires montrent des 
ralentissements de la vitesse de divi- 
sion qui peuvent ~tre ~chelonn~s dans le 
temps en fonction de la concentration du 
m~tal. Ce ph~nom~ne assez particulier 
appara[t ~galement dans une ~tude de 
Steemann Nielsen et Kamp-Nielsen (1970) 
portant sur l'influence du Cu sur une 
souche de Chlorella pyrenoidosa. On peut 
tenter d'interpr~ter ce ph~nom~ne de la 
mani~re suivante: la p~n@tration du m~- 
tal dans la cellule se r6alise sans la- 
tence et avec une vitesse d'autant plus 
forte que la concentration extracellu- 
laire du m~tal est elie-m~me plus ~lev~e 
(Mande!li, 1969); il en r~sulte que les 
concentrations de Cu intracellulaires 
atteindront le seuil de toxicit~ d'autant 
plus tardivement que le m~tal sera moins 
concentr~, d'od, dans notre ~tude, ce 
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report dans le temps de l'arr~t de divi- 
sion pour les deux concentratiozs de 50 
et 1OO ppb. La reprise de la croissance 
observ~e apr~s cette p~riode de latence 
particuli6re, a ~t~ ~galement mentionn~e 
par de nombreux auteurs travaillant, 
soit in situ avec des populations natu- 
relles (Holm-Hansen et al., 1975), soit 
en culture unisp~cifique. Elle peut ~tre 
expliqu~e, entre autres, par l'accumula- 
tion dans le milieu extracellulaire de 
produits organiques complexants dont la 
liberation pr~cis~ment serait facilit~e 

avec une force identique sur les syn- 
th6ses carbon~es et azot~es, m~me lors- 
qu'elles sont ralenties. Cette observa- 
tion, bien que faite sur un plan tr~s 
global, semble aller dans le m~me sens 
qu'une opinion d~j~ mentionn~e par Man- 
delli (1969) selon laquelle les effets 
inhibiteurs des m~taux lourds sur les 
cellules vivantes ne sont pas sp~cifi- 
ques d'une activit~ m~tabolique particu- 
li~re. Une hypoth~se qui est avanc~e 
pour expliquer cette absence de sp~cifi- 
cit~ est que les cations fortement ~lec- 

chez les diatom~es soumises ~ l'influence tron~gatifs, comme le sont les m~taux, 
du Cu (Steemann Nielsen et Wium-Andersen, poss6dent une affinit~ marquee pour cer- 
1971) et qui diminueraient la concentra- 
tion d'ions actifs et donc la toxicit~ 
de la solution. Skeletonema costatum est 
une algue connue pr~cis~ment pour excre- 
ter d'assez grandes quantit~s de mati~re 
organique (Eppley et Sloan, 1965; Helle- 
bust, 1965; Ignatiades et Fogg, 1973). 

Les param~tres de nature pond~rale, 
biovolume, carbone et azote particu- 
laires, 6voluent de fagon similaire et 
indiquent un ralentissement certain des 
syntheses organiques sous l'effet des 

tains groupements chimiques (amino, imi- 
no et sulfhydrile en particulier) cor- 
respondant ~ des sites recherch~s ~gale- 
ment par de tr~s nombreuses enzymes qui 
interviennent dans les diff~rents cycles 
du m~tabolisme. Ii n'en demeure pas moins 
que des ~tudes rationnelles, plus appro- 
fondles, devraient ~tre entreprises d'un 
point de vue enzymologique, afin de re- 
chercher quelles sont les enzymes les 
premi6res et les plus fortement pertur- 
b~es par des doses subl~tales de m~taux; 

m~taux; mais ce ralentissement n'est pas de telles ~tudes font particuli~rement 
aussi marqu~ (sauf peut-~tre en presence d~faut en ce qui concerne le phytoplanc- 
de Cu) et n'appara~t pas aussi rapide- 
ment que les perturbations observ~es au 
niveau de la division cellulaire. 

En presence des trois m~taux, et 
toutes les concentrations, le rapport 
C:N, voisin de 5, reste sensiblement 
constant et toujours tr~s proche de ce- 
lui observ~ dans les contrSles. Ii est, 
de plus, comparable ~ celui trouv~ chez 
une autre souche de Skeletonema costatum et 
chez d'autres diatom~es ~tudi~es en con- 
ditions de culture optimale (Berland et 
al., 1972; Goldman et Stanley, 1974) ou 

ton marin. 
Les variations, par rapport aux t~- 

moins, des volumes moyens observes en 
presence des 3 m~taux, sont plus faibles 
que celles mentionn~es par Davies (1974, 
1976) chez la chrysophyc~e Isochrgsis gal- 
bana et surtout chez la chlorophyc~e 
Dunaliella tertiolecta, ce dernier flagell~ 
~tant il est vrai particuli~rement r~- 
sistant au mercure puisqu'une croissance 
est encore observ~e au taux tr~s ~lev~ 
de 10 u-at g/l. Par ailleurs, nous 
n'avons jamais constat~ ~ l'observation 

m~me ~ ceux calcul~s ~ partir d'analyses directe, m~me pour les concentrations 
effectu~es sur les populations naturelles les plus ~lev~es, d'alt~rations t~rato- 
par de nombreux auteurs (Fleming, 1940, 
entre autres). Une augmentation de ce 
rapport, due ~ une ~l~vation relative 
des substances de r~serves (essentielle- 
ment sucres et lipides) par rapport aux 
prot~ines constitutives de la cellule, 
est souvent significative d'un vieillis- 
sement de la population, consequence de 
la perte des conditions optimales de 
croissance. L'origine en est g~n~rale- 
ment une dystrophie, qui est souvent le 
r~sultat direct de l'appauvrissement du 
milieu en l'un des ~l~-ments biog~nes 

logiques de cellules comme ont pu en ob- 
server Nuzzi (1972) chez Chlorella pyrenoi- 
dosa soumise ~ l'influence de mercure 
sous forme organique, et Khobotiev et al. 
(1975) chez Scenedesmus quadricauda en pre- 
sence de cuivre. Cette non-observation 
de d~formations cellulaires est peut- 
~tre due simplement au fait que Skeleto- 
nema costatum est une diatom~e qui se lyse 
tr~s rapidement lorsque les conditions 
de milieu deviennent d~favorables. Ce- 
pendant, il faut mentionner que, dans 
les cultures soumises ~ l'influence des 

principaux, mais qui peut ~tre aussi in- m~taux, et plus particuli~rement du 
direct lorsqu'un facteur chimique consi- cuivre, outre un allongement de l'axe 
d~r~ comme toxique vient perturber s~- 
lectivement la p~n~tration d'un ~l~ment 
biog~ne dans la cellule ou son assimila- 
tion. 

Le fait que le rapport C:N reste en 
g~n~ral constant indique que l'action 
des ions m~talliques ~tudi~s intervient 

pervalvaire, nous avons pu observer une 
plus grande abondance de cha~nes anorma- 
lement courb~es et une fr~quence plus 
importante de cellules en cours d'auxos- 
porulation. 

Malgr~ des difficult~s certaines 
d'ordre m~thodologique et aussi dans 
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l'interpr~tation des donn~es, la m~thode 
de l'assimilation du carbone par le 14C 
apporte dans notre exp6rience des r6sul- 
tats assez coh~rents, en accord avec 
l'augmentation de la biomasse de la cul- 
ture en fonction du temps, exprim~e, par 
exemple, en teneur de carbone par unit~ 
de volume de milieu. Mais nous avons vu 
que, rapport~e ~ la cellule, l'activit~ 
photosynth~tique n'~tait pas pour autant 
syst~matiquement affaiblie, particu- 
li6rement en presence de mercure. Par 
ailleurs, ce param6tre, m~me s'il est un 
bon indicateur du ralentissement de la 

-- , V.I. Kapkov, S.Y. Maestrini et D.P. Arlhac: 
Action toxique de quatre m~taux lourds sur 
la croissance d'algues unicellulaires ma- 
rines. C. r. hebd. S~anc. Acad. Sci., Paris 
(S~r. D) 282, 633-636 (1976) 

-- , P.L. Laborde et S.Y. Maestrini: Variations 
de quelques facteurs estimatifs de la bio- 
masse, et en particulier de I'ATP chez plu- 
sieurs algues marines planctoniques. Mar. 
Biol. 13, 338-345 (1972) 

- et S.Y. Maestrini: Action de quelques anti- 
biotiques sur le d~veloppement de cinq dia- 
tom~es en culture. J. exp. mar. Biol. Ecol. 
3, 62-75 (1969) 

synth~se pour des populations phytoplanc- Chabbert, Y.A.: L'antibiogramme. Sensibilit@ et 
toniques soumises ~ l'influence de toxi- 
ques, s'av~re ~tre dans l'ensemble moins 
sensible ~ celle-ci que la vitesse de 
division, sauf peut-~tre en presence de 
cuivre od l'on a observ~ une activit~ 
photosynth~tique fortement r~duite. 
L'~tude de la vitesse de division cellu- 
laire ne peut malheureusement ~tre ~ten- 
due aux ~tudes in situ de populations na- 
turelles, h~t~rog6nes par essence, et, 
dans ce cas, les mesures de photosyn- 
th6se par la m~thode du 14C semblent 

constituer un moyen rapide et relative- 
ment sensible pour detecter l'apparition 
d'une action toxique. 

Mais, si l'on veut comparer les ef- 
fets d~iEt6res de mEtaux lourds sur la 
production primaire, il appara[t, au vu 
de nos r6sultats, qu'il semble assez il- 
lusoire de vouloir appr~cier ces actions 
sur le plan quantitatif en n'utilisant 
qu'un seul param~tre estimatif de la 
croissance ou de la biomasse. De plus, 
par suite de l'~volution rapide de cer- 
tains de ces facteurs, il importe ~gale- 
ment d'effectuer une v~ritable cin~tique 
de croissance des organismes tests, et 
non pas de se contenter seulement de me- 
sures isol~es, r~alis~es ~ des temps ar- 
bitrairement d~finis. Enfin, ces Etudes 
devraient ~tre affin~es et s'appuyer non 
seuiement sur des donn~es relatives 
la biomasse globale, mais de plus en 
plus, sur des r~ponses plus particu- 
li~res, int~ressant certaines r~actions 
enzymatiques et les vitesses de cer- 
taines transformations m~taboliques. 
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