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Summary. lnfluence of cobalt and vitamin B12 on growth and survival of rumen ciliates
in vitro according to bacterial population.

The effect of inorganic cobalt or organic cobalt in the form of vitamin B12 was studied
on the growth of rumen ciliates in the presence of normal bacterial population and in the
presence of reduced bacterial population.

It was stated that concentration from 0.1 to 1 cobalt Ilglml and 0.12 to 0.24 vitamin
B12 wg/ml stimulated growth of rumen ciliates. At rates 10 to 20 times weaker, cobalt in the
form of vitamin B!z was more active than cobalt in inorganic form.

With reduced bacterial population (103 B/ml) protozoa died within a few days but their
survival was prolonged by adding cobalt, this effect being more pronounced with vitamin
B12 than with inorganic cobalt. The growth of ciliates treated with antibiotics was
stimulated by addition of bacteria, and this effect was more pronounced when the bacteria
had been preincubated with cobalt.

Incorporation of cobalt into rumen ciliates was studied using electron microprobe
analysis. Cobalt was present in all the ciliate but essentially accumulated as granules in the
endoplasm inside or outside the vacuoles. With reduced bacterial population, cobalt was
also incorporated into the ciliates whatever the Co concentration.

Indeed, ciliates seemed to need bacteria in order to use the organic cobalt for growth.

Introduction.

Le cobalt, partie intégrante de la vitamine B!2, ou cofacteur d’enzymes est
essentiel aux microorganismes et en particulier à ceux qui synthétisent les cobala-
mines. Les besoins en cobalt varient énormément selon les microorganismes
(Letunova et Koval’skij, 1978) de 0,1 1 pg/( pour Rhibozium à 1-3 mg/I pour Propio-
nibacterium. De même, les concentrations optimales de Co pour la synthèse de la
vitamine B,2 varient selon les microorganismes : Letunova et Koval’skij (1978)
citent des valeurs de 0,01 mg/I pour les bactéries du rumen et de 4,64 pour les
microorganismes du sol. Quant à la microfaune du rumen, elle est incapable de
synthétiser les vitamines (Oxford, 1955 ; Usuelli, 1964). Il est probable que ses



besoins sont satisfaits par ses relations symbiotiques avec les bactéries. Outre la
vitamine B!Z, on ne sait pas si les protozoaires nécessitent du cobalt inorganique.
Or, il est connu que le cobalt, chez certains microorganismes, peut partiellement
se substituer au manganèse dans certains coenzymes (Mori et Kandatsu, 1975).

Le propos de ce travail est de montrer le rôle du cobalt soit sous forme inor-

ganique, soit sous forme organique (vitamine Bt2), dans le comportement des
ciliés en culture in vitro et l’influence des bactéries dans l’utilisation de cet oligo-
élément par la microfaune, en suivant :
- d’une part l’effet du cobalt et de la vitamine B!Z sur la croissance des ciliés en
culture en présence d’une population bactérienne normale ou réduite ;
- d’autre part, à l’aide de la microanalyse, l’incorporation du cobalt dans les
ciliés provenant : a) de cultures à population bactérienne normale, b) de cultures
à population bactérienne réduite, c) de cultures prétraitées aux antibiotiques aux-
quelles une population bactérienne préincubée avec du cobalt est ajoutée.

Matériel et méthodes.

1. - Conditions de culture in vitro des ciliés du rumen.

Source des ciliés. Technique de culture. - Les ciliés provenant de contenus
de rumen de moutons traïchement abattus sont séparés des débris végétaux par
filtratiôn sur gaze et centrifugation à 300 g pendant 4 min., puis lavés avec la

solution saline de Coleman.
Le milieu de culture est celui décrit par Coleman (1971) sans addition d’herbe

séchée. Les ciliés sont ensemencés dans le milieu salin (débarrassé de son oxy-
gène par un barbotage gazeux d’azote) additionné de liquide de rumen sans ciliés
à la concentration de 10 p. 100 et d’amidon de blé à la concentration de

0,01 p. 100 et placés à 38 °C. L’effet de l’addition in vitro de différentes concen-
trations de cobalt (0,1 à 10 pg/ml) et de vitamine B!Z (0,12 à 2,4 pg/ml) sur la
croissance des ciliés est étudié.

La population ensemencée (1,5 x 1C!/ml) est composée essentiellement de
ciliés du genre Entodinium (E. simplex, E. minimum, E. caudatum, E. bursal.

Pour le renouvellement du milieu, les cultures sont divisées tous les 7 jours,
selon la technique de Coleman (1972). Le cobalt (CoC12) ou la vitamine B12 aux

différentes concentrations sont ajoutés régulièrement tous les 2 jours (fig. 1a-3)
ou tous les 6 jours (fig. 1b1.

Pour déterminer la part des bactéries dans la stimulation de la croissance des
ciliés par l’addition de cobalt, deux expériences sont réalisées :

A) D’une part les ciliés sont mis en culture avec des antibiotiques permettant
d’obtenir des cultures à population bactérienne réduite (103 B/ml). Le mélange
d’antibiotiques utilisé (1) comporte :

(!) (Composition d’antibiotiques de Hino et Kametaka (1977) modifiée par Bonhomme etal. (1981)
pour l’obtention des ciliés axéniques).



- Antibiotiques A : carbénicilline, ampicilline, céphaloridine ;
- Antibiotiques B : chloramphénicol, spiramycine, tétracycline.

Les concentrations utilisées sont de 250 gg/ml dans le milieu d’incubation

pour chacun des antibiotiques A et 50 gg/ml pour chacun des antibiotiques B. Le
liquide de rumen ajouté est autoclavé (110 °C, 20 min.). Chaque jour, la culture

reçoit une concentration de 50 pg/ml de chacun des antibiotiques A et 10 pg/ml
de chacun des antibiotiques B. Le cobalt ou la vitamine B!2 aux différentes con-
centrations sont ajoutés régulièrement tous les 2 jours.

B) D’autre part, les ciliés sont traités aux mêmes antibiotiques mais à la con-
centration double pendant 24 h et sont lavés une à deux fois avec la solution
saline de Coleman. Ces ciliés sont remis en culture en présence d’un culot de bac-
téries de rumen lavées qui ont été incubées dans les mêmes conditions que les
ciliés, 24 h avec du cobalt à différentes concentrations. La culture témoin reçoit
un culot de bactéries non incubées avec du cobalt.

Le dénombrement des ciliés est réalisé à l’aide de la cellule de comptage
Fuchs-Rosenthal. Le dénombrement des bactéries est effectué en anaérobiose sur
le milieu de culture M. 8 (Kurihara et al., 1968) fourni par Fonty (2).

2. - Microanalyse du cobalt intracellulaire.

Préparation des ciliés. Techniques de microanalyse. - Les espèces ciliaires
étudiées sont les suivantes : Entodinium caudatum, Entodinium simplex, Entodi-
nium bursa essentiellement et Eudiplodinium magii, Epidinium ecaudatum.

L’étude est réalisée : -

A) Sur des préparations « in toto !. Les populations analysées ont été incu-
bées avec différentes concentrations de cobalt de 1 à 20 pg/ ml pendant 4 h, 24 h
et 3 jours. Les ciliés sont ensuite fixés à l’alcool, et déposés sur des lames de ter-
phane et recouverts d’une couche de carbone.

L’analyse est également réalisée sur des étalements de ciliés traités aux anti-
biotiques et incubés avec 20 pg/ ml de cobalt pendant 24 h et sur des ciliés traités
aux antibiotiques 24 h et mis en culture 40 h avec des bactéries incubées avec du
cobalt à la concentration de 50 pg/ml pendant 24 h.

B) Sur des coupes ultrafines. - Les ciliés ont été incubés pendant 6 h avec
du cobalt à la concentration de 100 gg/mI. Les ciliés sont ensuite fixés à la gluta-
raldéhyde (4 p. 100) et à l’acide osmique (1 p. 100) puis déshydratés et inclus
dans l’araldite.

Des observations au MET à haute résolution (JEM 100c) ont été réalisées sur
des coupes non colorées.

Le microanalyseur X utilisé (CAMEBAX) consiste en un microscope électro-
nique à balayage (MEB) associé à des spectromètres à dispersion de longueurs
d’onde et à sélection d’énergie et équipé d’un microscope électronique à trans-
mission (MET).

(2) Laboratoire de Microbiologie, INRA, Theix, 63110 Beaumont.



Les conditions expérimentales ont été de 20 kV et 50 nA pour les prépara-
tions in toto et 45 kV, 100 nA pour les coupes ultrafines.

Deux méthodes d’analyse ont été utilisées :
- une méthode qualitative de détection de la présence de cobalt sous forme de
« traversée ». Le spectromètre X calé sur la raie Ka du cobalt, on réalise l’analyse
le long d’une ligne de balayage traversant l’échantillon ;
- une méthode semiquantitative de mesure du cobalt présent dans des volumes
comparables, est réalisée par balayage de surfaces identiques de différents ciliés
ou d’un même cilié.

Les comptages sont réalisés sur la raie Ka (S) et à des angles 0 ± 08
(/1(J = 0,32°) pendant un temps de 50 sec. Le bruit de fond (B) sous le pic carac-
téristique K« Co est calculé par interpolation linéaire à partir de ces deux dernières
mesures. L’erreur statistique sur la mesure du signal caractéristique Sc = S - B
est estimée comme Q = ! et l’intervalle de confiance utilisé est Sc + 2 a.

Sur les préparations in toto les surfaces balayées correspondent d’une part
au cilié entier (25 x 25 pm2 et 35 x 35 jlm2 pour le genre Entodinium et

75 x 75firrr’ pour les genres Epidinium et Eudiplodiniuml. D’autre part, afin de
mettre en évidence les variations de la répartition du cobalt intracellulaire, diffé-
rentes régions d’un même cilié correspondant à des surfaces de 10 x 10 p m2
pour le genre Entodinium et 25 x 25 pm2 pour Eudiploginium magü ont été analy-
sées (31.

Sur les coupes ultrafines, le volume analysé est d’environ 0,02 pm3, ce qui
permet de détecter 10-17 g de cobalt environ.

Des images de ciliés en MEB sont également réalisées. La qualité de ces ima-
ges est médiocre parce que les conditions exigées pour l’obtention de bonnes
images (métallisation à l’Au ou l’Au-Pd de la surface de l’échantillon et inclinaison
de celui-ci) ne sont pas compatibles avec l’analyse qui se fait sur des échantillons
recouverts d’une couche de carbone et placés horizontalement.

Résultats.

1. - Effet du cobalt et de la vitamine B 12 sur la croissance des ciliés
in vitro en présence d’une population bactérienne normale.

Les résultats exprimés dans les figures 1, 2 et 3 et dans les tableaux 1 et 2

ont été choisis parmi plusieurs expériences comme étant les plus représen-
tatifs, mais dans tous les essais, nous avons eu les mêmes effets pour les mêmes
traitements.

A) Addition de cobalt tous les deux jours (fig. lal. - Par rapport au témoin
P, l’addition de 0,1 !g/mt de cobalt permet une croissance optimum de la popula-
tion ciliaire. La concentration de 10 pg/ml est léthale.

(3) Pour un échantillon homogène, les résultats d’analyses sont indépendants de la surface
balayée.



B) Addition de cobalt tous les six jours (fig. lbl. - On constate que la con-
centration de 1 pg/ml de cobalt stimule la croissance de la population ciliaire et
qu’une diminution de la croissance est sensible à partir de 5 gg/ml de Co. La con-
centration de 10 pg/ml, toujours inhibitrice, ralentit très nettement la croissance.



C) Arrêt de l’addition de cobalt (fig. 2l. - Lorsqu’au 6e jour, l’on arrête
l’addition de cobalt, administrée tous les 2 jours, aux cultures, on constate dès le
jour suivant une baissé de moitié de la croissance pour la concentration de 0,1 qg
et une évolution de la croissance semblable à celle du témoin pour la concentra-

tion de 1 gg. Aux concentrations toxiques de 5 et 10 pg/ml, on observe une
légère stimulation à 5 qg mais la population reste à un niveau inférieur à celle du
témoin. A 10 pg l’arrêt de l’addition de cobalt survient plus tard et la population
déjà réduite décroît graduellement pour disparaître entre le 8e et le 11e jour.



2. - Effet du cobalt et de la vitamine B 12 sur la survie des ciliés en présence
d’une population bactérienne réduite (1(f3 Blmll.

Cette population bactérienne est maintenue réduite en ajoutant quotidienne-
ment des antibiotiques. Dans ces conditions, la population ciliaire disparaît en
3 jours dans le témoin. Les concentrations de 0,5 et 1 pg/ml de Co maintiennent
les ciliés à un niveau de population de 103/ml pendant 3 jours (essai 1). Mais la
durée de survie est peu prolongée par rapport à celle du témoin (P + ant)
(tabl. 1a). Lorsque la concentration de cobalt augmente, (Co5, Co10) (essai 2), la



population ciliaire baisse rapidement pour disparaître le 3e jour. Dans le même

essai 1, avec la vitamine B!Z les concentrations de 0,24, 1,2 et 2,4 jl::]/ ml maintien-
nent les ciliés à un niveau de 103/ml au 4e jour (tabl. 1b). La survie des ciliés est

davantage prolongée par un apport de cobalt sous forme organique (vitamine B!2)
que par un apport de cobalt inorganique.

3. - Effet des bactéries incubées avec du cobalt sur la croissance des proto-
zoaires (tabl. 2J.

Les ciliés en culture, débarrassés en grande partie des bactéries après 24 h
d’incubation (P - B) en présence d’antibiotiques puis lavés, reçoivent des bacté-
ries non traitées (P + B) d’une part et d’autre part des bactéries incubées 24 h
avec du cobalt (P + BCo) aux concentrations de 10, 20 et 50 pg/ml et lavées. On
observe une reprise de la croissance des protozoaires. Cette stimulation est

davantage prononcée par l’addition de bactéries incubées avec du cobalt. La

population bactérienne dans ces cultures est de l’ordre de 10! B/ml.

4. - lncorporation du cobalt dans les ciliés du rumen.

A) Observation en microscopie électronique des ciliés incubés avec CoCI2.

Les micrographies électroniques (fig. 4a) montrent de nombreux granules
denses (G) (absents dans le témoin) souvent envacuolés dans l’endoplasme des
ciliés. Des granules sont également parfois observés à la surface des bactéries. A
la concentration utilisée (100 gg/ml), le cobalt est toxique pour ces ciliés et l’on
peut observer une vacuolisation assez importante de la cellule en réponse à cette
agression. Des vacuoles de plus grandes dimensions et parfois transparentes aux
électrons apparaissent également. On n’observe pas d’autres modifications ultra-
structurales.





B) Microanalyse du cobalt intracellulaire par sonde électronigue,
- Sur les préparations « in toto » : La présence de cobalt dans les protozoaires
est clairement observée dans les enregistrements des « traversées » (concentra-
tion 10 Ng/ml) (fig. 5). La quantité de cobalt incorporée s’élève avec le taux de
cobalt du milieu d’incubation (tabl. 3). Pour un taux de cobalt donné, l’incorpora-

tion du cobalt semble la même chez les ciliés de la même espèce. Lorsque le

temps d’incubation s’élève le taux de cobalt intracellulaire est également aug-
menté (tabl. 4). La concentration la plus importante de cobalt se trouve toujours
localisée dans l’endoplasme central (tabl. 5).





Soumis à un même taux de cobalt, les ciliés, s’ils sont en même temps traités
aux antibiotiques, incorporent en général autant de cobalt que les témoins non
traités (tabl. 6 et fig. 5b). Les ciliés débarrassés de la plus grande partie des bacté-
ries par un traitement aux antibiotiques pendant 24 h et mis en présence de bacté-
ries incubées avec du cobalt au taux de 50 pg/ml pendant 40 h incorporent ce
cobalt (tabl. 71.



- Sur les coupes ultrafines : La présence de cobalt dans les différentes régions
d’une coupe ultrafine de ciliés incubés avec du chlorure de cobalt (100 pg/ml de
Co) est mise en évidence par l’analyse sur une ligne de balayage traversant la
zone extérieure du cilié, la cuticule, l’ectoplasme et un granule dense (fig. 4b).
Des comptages réalisés dans différentes régions, sur différents granules dans
l’endoplasme des ciliés, sur des bactéries intra et extracellulaires précisent ces
résultats (tabl. 81.

Le cobalt est présent dans tout le cilié, mais il se concentre dans les granules
denses envacuolés ou non dans l’endoplasme. Le taux de cobalt des bactéries
intra ou extracellulaires est essentiellement le même aux erreurs de comptage
près.

Discussion.

1. - Effet du cobalt et de la vitamine B 12 sur la croissance des protozoaires
en culture « in vitro u.

Mori et Kandatsu (1975) notent que l’activité des ciliés en culture décroît

quand le cobalt dans le milieu d’incubation est converti en composé chélaté avec
EDTA, mais augmente en présence d’un excès de cobalt (0,04 pg/ml). Selon ces
auteurs une petite quantité de cobalt serait nécessaire aux protozoaires.

Dans nos expériences, le cobalt stimule la croissance de la population ciliaire
dans une zone de concentrations de 0,1 à 1 1 pg/ml selon la fréquence de ses addi-
tions.

Il semble que le cobalt soit utilisé au fur et à mesure de ses.adjonctions, soit
en étant directement absorbé par les protozoaires, soit en passant par des bacté-
ries elles-mêmes ingérées par les ciliés. Lorsqu’il n’y a plus addition de cobalt, les
cultures au faibles concentrations retrouvent après quelques jours le même niveau
de population que celui du témoin. Quant aux cultures aux concentrations faible-
ment toxiques, l’arrêt de l’addition de cobalt paraît stimuler légèrement la popula-
tion ciliaire qui reste cependant inférieure à la population témoin.



En présence d’une concentration de 0,12 à 0,24 pg/ml de vitamine B12, soit
0,005 à 0,01 pg Co/ml, on observe une stimulation de la croissance des ciliés.
Ainsi le cobalt sous forme de vitamine B!2 est actif à des concentrations dix à
vingt fois moindres que le cobalt inorganique, sans effet à ce taux.

Dans nos expériences, le cobalt ajouté sous forme de vitamine B!Z est toxi-
que à des taux 10 à 20 fois plus faibles (1,2 à 2,4jlg/ml B!2 soit 0,05 à 0,1 pg
Co/mll que le cobalt inorganique.

Aux concentrations élevées (10 ug/ml1 le cobalt inorganique est très inhibi-
teur ; les ciliés sont plus petits : Entodinium minimum et Entodinium simplex sont
observés, Entodinium caudatum disparaît et la population ciliaire décroît.

La cellulolyse est très sensible à un excès de cobalt. Les concentrations inhi-
bitrices se situent entre 2,5 et 30 pg/ml (Martinez, 19721. Mais la protéosynthèse
n’est que légèrement inhibée à la concentration de 10 pg/ml (Mac Naught et
Owen, 1950). Uesaka et al. (1966) utilisent in vitro les concentrations de 0 à

1 000 pg/ml et notent dès 50 pg/ml (après 20 h d’incubation) la réduction de

l’activité fermentaire des ciliés par baisse de la production des acides gras volatils,
sans que les ciliés, même aux concentrations supérieures à 50 pg/ml, en soient
affectés. Cependant, nous avons observé la disparition des ciliés après 48 h
d’incubation avec du cobalt à la concentration de 100 pg/ml.

2. - Localisation du cobalt incorporé dans les protozoaires.

La microanalyse par sonde électronique permet la détection intracellulaire du
cobalt dans les ciliés ainsi que sa localisation ultrastructurale dans les coupes
ultrafines.

Dans les conditions expérimentales d’analyse utilisées, la détection est réalisa-
ble sur les ciliés in toto incubés avec du chlorure de cobalt, essentiellement à par-
tir de la concentration de 10 pg/ml de cobalt. La localisation au niveau ultrastruc-
tural n’est possible que sur des ciliés incubés avec des concentrations de cobalt
élevées (100 pg/ml de Co) en raison du faible volume analysé (de l’ordre de

0,02 pm3l. Les ciliés incubés avec ces concentrations élevées de cobalt disparais-
sent en 48 h. Aussi les résultats obtenus sur la localisation du cobalt ne peuvent
être extrapolés aux conditions in vivo et sont seulement indicatifs.

D’autre part, les résultats de la microanalyse sont semi-quantitatifs car il est
difficile d’obtenir des coupes ou des étalements uniformes.

Nos micrographies électroniques montrent la présence de granules intracyto-
plasmiques très denses dans les ciliés lorsqu’ils sont incubés avec des concentra-
tions élevées de cobalt. La microanalyse X montre la présence de cobalt dans ces
granules ainsi que dans différentes régions des ciliés.

Le cobalt, vraisemblablement absorbé par la zone orale, est présent dans tout
le cilié, mais il apparaît essentiellement dans l’endoplasme où il se concentre dans
les granules envacuolés ou non. Lorsque le taux de cobalt dans le milieu de cul-
ture s’élève, les ciliés absorbent davantage de cobalt même lorsqu’il devient toxi-
que et l’on observe par rapport au témoin une grande vacuolisation dans l’endo-
plasme. Il n’y a pas d’autres modifications ultrastructurales particulières.



Quel que soit le genre des ciliés impliqué : Entodinium, Polyplastron,
Ophryoscolex ou Epidinium, on observe la présence de cobalt dans ces cellules,
plus particulièrement localisé au niveau de granules dans l’endoplasme. On note
également l’incorporation du cobalt dans les bactéries. On ne sait cependant pas
si la formation de granules répond à un mécanisme de détoxification.

Ces résultats sont tout à fait comparables à ceux obtenus dans l’étude de
l’incorporation du zinc par les mêmes techniques (Bonhomme et al., 1979) et

montrent que ces protozoaires sont capables d’incorporer divers éléments, ce qui
explique leur sensibilité aux taux excessifs de zinc (Bonhomme et al., 1980) ou de
cobalt.

3. - Rôle des bactéries dans l’utilisation du cobalt par les protozoaires.
En présence d’une population bactérienne réduite, il apparaît que le cobalt a

un léger effet sur la survie des ciliés. Quant à la vitamine B!2, son effet est plus
net que celui du cobalt inorganique à des proportions 100 fois moindres.

L’apport de bactéries préincubées avec du cobalt aux concentrations de 10 à
50 !Lg/ml à des cultures traitées aux antibiotiques stimule davantage la croissance
des ciliés que l’apport simple de bactéries. Cet effet stimulant est peut-être dû à
l’apport de vitamine B!2 par les bactéries. Les bactéries incubées en présence de
cobalt ont probablement synthétisé la vitamine B!2 ainsi qu’il l’a été montré avec
des contenus de rumen (Gawthorne, 1970) sur une courte période. ln vitro, Mori
et Kandatsu (1975) ont noté une incorporation élevée de 6°Co dans la fraction
bactérienne et selon Smith et Marston (1970), l’activité de la vitamine B!2 in vivo
se retrouve essentiellement (95 p. 100) dans cette fraction bactérienne.

Cependant, la présence de la population bactérienne n’apparaît pas néces-
saire à l’incorporation du cobalt dans les protozoaires, puisque l’on note une

incorporation presque identique du cobalt lorsque les ciliés sont traités aux anti-
biotiques. De plus, les protozoaires peuvent incorporer aussi bien le cobalt associé
aux bactéries lavées.

Nos essais indiquent que le cobalt inorganique stimule légèrement la crois-

sance des ciliés mais, lorsqu’il est sous forme de vitamine B!Z, il est beaucoup
plus actif.

En conclusion, les ciliés ont des exigences en oligoéléments, en particulier en
cobalt essentiellement sous forme de vitamine B,2. Les bactéries du rumen qui la

synthétisent et la contiennent, une fois ingérées, satisfont à leurs exigences de
cobalt et de vitamine Bi2. Selon Coleman (1971) le taux de digestion des bactéries
par les protozoaires varie avec l’espèce bactérienne. Sitôt lysées, les bactéries
libèrent la vitamine B!Z synthétisée susceptible de stimuler la croissance des ciliés.

Il apparaît donc que l’utilisation du cobalt sous forme de vitamine B!2 par les
ciliés du rumen passe par les bactéries.
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