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RESUME

La présente étude a porté sur le développement d'un test de Iétalité
algal en microplaque a l'aide de la cytométrie en flux. Nos efforts ont permis
de combler une lacune parmi les bioessais existants. Ce test de létalité
permettra de préciser d'avantage le potentiel toxique d'échantillons liquides
afin de mieux appréhender les répercussions environnementales de
substances pouvant entrainer des effets délétéres sur la communauté
phytoplanctonique. La micro-algueSelenastrum capricornutum a été
retenue comme indicateur biologique au cours de ces essais.

La premiére phase de cette recherchee est orientée vers le choix de
marqueurs de viabilité. Des tests cytométriques sur le carboxy-diacétate de
fluorescéine (C-FDA), le diacétate de fluorescéine (FDA) et
l'autofluorescence chlorophyllienne ont permis de sélectionner deux
marqueurs fiables pour révéler la viabilité cellulaire. A la lumiére des
résultats obtenus, suite a des déterminations de cinétiques enzymatiques
effectuées avec les deux fluorochromes a différentes concentrations, notre
choix s'est porté sur le FDA a une concentration de 5 uM. Les tests ont
également permis de conclure que I'emploi combiné du FDA (5 uM) et de
l'autofluorescence chlorophyllienne s'avére plus fiable pour détecter la
viabilité cellulaire que le seul emploi du FDA.

Afin de confirmer la valeur des résultats de mortalité algale obtenus
par les lectures cytométriques, plusieurs tests furent réalisés. Premiérement,
le patron cytographique séparant les cellules mortes des cellules vivantes
rapporté par le cytomeétre a été validé a I'aide de tests de croissance en
milieu solide et en milieu liquide. Deuxiémement, I'observation visuelle par
microscopie a fluorescence a constitué une autre preuve des réponses
cytométriques.

Des tests de toxicité pour étudier ['efficacité de notre approche ont été
réalisés avec deux toxiques de référence: le sulfate de cuivre et le chlorure
de mercure. Les déteminations paramétriques retenues pour ['évaluation
toxicologique de ces contaminants ont été la Clsg et la ClLsg. La
comparaison de celles-ci aura permis d'évaluer les concentrations
spécifiques de chaque produit & engendrer des effets algistatiques ou
algicidaux. Les résultats obtenus indiquent que le mercure (Clgg: 0.008
mg/L et Clgg: 0.021 mg/L) présente une plus grande toxicité pour l'algue
Selenastrum capricornutum que la cuivre (Clgg: 0.025 mg/L et CLgg: 0.042
mg/L)




iv

De plus, cinq herbicides (atrazine, cyanazine, 2,4-D, métolachlore et
diquat dibromide), parmi la liste des herbicides jugés prioritaires au Québec,
ont également fait I'objet d'une évaluation algicidale et algistatique. Les
résultats démontrent que les triazines et le diquat dibromide présentent un
potentiel toxique plus élevé par rapport aux autres herbicides testés pour
l'algue Selenastrum capricornutum. Les Clgg obtenues pour la cyanazine,
l'atrazine et le diquat dibromide sont respectivement de 0.059 mg/L, 0.026
mg/L et 0.009 mg/L- Les paramétres de létalité pour ces mémes herbicides
sont : 0.146 mg/L pour la cyanazine, 0.026 mg/L pour l'atrazine et 0.072
mg/L pour le diquat dibromide. Le métolachlore (Clgg: 0.069 mg/L et CLgq:
0.232 mg/L) et le 2,4-D (Clgp: 24.16 mg/L et CLgg: 33.37 mg/L) représentent
les herbicides les moins toxiques de la présente étude.

La procédure cytométrique s'est avérée précise a démarquer la
viabilité et la mortalité cellulaire. De plus, elle s'est montrée sensible pour
détecter l'atteinte précoce sur le systéeme chlorophyllien.
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CHAPITRE |

1.0- INTRODUCTION et PROBLEMATIQUE
1.1- Importance du phytoplancton dans I'écosystéme aquatique

Le phytoplancton, dans I'écosystéme aquatique, constitue la
principale composante autotrophe du plancton. |l se compose de
plusieurs espéces algales formant des associations particuliéres selon les
propriétés physico-chimiques du milieu. Les algues ne possédant pas ou
trés peu de pouvoir de locomotion se retrouvent en suspension dans l'eau
et sont sujettes a la dispersion par turbulence ou autres mouvements de
'eau (Wetzel, 1983).

Le fonctionnement de I'écosystéme aquatique est basé sur la fixation
de l'énergie solaire par la photosynthése permettant la production de
composés organiques (Smith, 1980). Par leur capacité photosynthétique,
les algues constituent le premier maillon de la chaine alimentaire. Elles
jouent un réle important dans les cycles des substances organiques et
inorganiques. Leurs fonctions dans les écosystémes dépendent de la
dynamique des populations: cette derniére résulte de la variabilité
saisonniére des températures, de l'intensité des radiations solaires, des
concentrations d'éléments nutritifs dans l'eau et du broutage par les
animaux (Walsh et Merril, 1984). Les algues sont donc considérées
comme les piliers de l'organisation du biote aquatique supportant le
développement de la biomasse des niveaux trophiques supérieurs.



1.2- Les polluants et le phytoplancton

1.2.1- Effets des contaminants sur le phytoplancton

Les altérations naturelles et anthropogéniques peuvent bouleverser
les différentes fonctions du phytoplancton. Celles-ci sont susceptibles de
provoquer des changements dans la composition des espéeces de la
communauté, augmenter ou diminuer le niveau de productivité primaire, et
perturber les niveaux d'organisation de I'écosystéme.

Les probléemes anthropogéniques engendrant I'eutrophisation des
lacs et des cours d'eau ont été parmi les premiéres grandes
préoccupations des scientifiques qui étudieront les dommages causés au
systéme aquatique. Le phosphore, les nitrates et le carbone retrouvés a
de fortes concentrations sont les éléments principaux favorisant
l'eutrophisation (Wetzel, 1983). L'eutrophisation soutenant ia croissance
algale provoquera des changements au niveau de la structure de la
communauté phytoplanctonique (Reynolds, 1987). Conséquemment, ces
changements altéreront la composition des nutriments imposant une
réorganisation dans la composition des espéces situées & des niveaux
trophiques supérieurs (Boyle, 1984). Keighan (1977), Chiaudani et Vighi
(1974), Vollenweider (1966), sont parmi ceux ayant étudié les 'phénoménes
d'eutrophisation et leurs conséquences sur I'écosystéme aquatique.

Déja, en 1971, le US EPA (United State Environmental Protection
Agency) proposait deux protocoles permettant de caractériser le niveau
d'enrichissement des eaux en substances nutritives. L'un de ces
protocoles évalue le potentiel de fertilité (mesure de biomasse algale aprés
incubation de 21 jours en présence d'échantillons d'eau). L'autre permet
d'évaluer lequel de d'azote ou du phosphore constitue le facteur contrélant
la croissance algale. Au Québec, une premiere étude sur la caractérisation
de la qualité des eaux du fleuve Saint-Laurent a été réalisée par Keighan
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et al. (1977); on y évaluait la toxicité et le potentiel de fertilité d'échantillons
d'eau a l'aide du test biologique algal développé par le US EPA en 1971.

En plus des problémes liés a I'eutrophisation, la contamination de
I'écosystéeme aquatique par les métaux lourds est aussi l'objet de
nombreuses études. Déja en 1935, en Grande Bretagne, Reese publiait un
article sur les problémes rencontrés dans deux rivieres (Rheidol et
Melindewr) drainant des territoires ou étaient exploités des mines de plomb
(Reese, 1937). |l observa une différence significative au niveau de la flore
algale en comparant les espéces algales situées en amont et en aval de
ces mines. Un peu plus tard, Hynes (1960), nota l'impact de la pollution du
cuivre au niveau des associations entre les espéces algales et leurs
proportions respectives en amont et en aval de rejets d'une affinerie de
cuivre dans la riviere Churnet, un tributaire de la riviere Dove (Grande
Bretagne). Cette étude est considérée comme un exemple classique des
effets directs d'un toxique affectant la communauté phytoplanctonique.
Depuis, les recherches sur les effets des métaux lourds sur la communauté
phytoplanctonique abondent dans la littérature. Dans une excellente revue
sur ce probléme, Rai et al. (1981), par exemple, ont présenté les effets de
plusieurs métaux lourds sur le métabolisme algal, les mécanismes de
tolérance, la prise en charge et la bioaccumulation ainsi que les facteurs
environnementaux affectant la toxicité des métaux.

Les effets des contaminants organiques et des mélanges complexes
de contaminants (effluents industriels) sur le phytoplancton ont également
fait I'objet de nombreuses recherches. En 1973, Aronson évaluait les effets
aigus de plusieurs insecticides sur la prise en charge du 14C chez
plusieurs espéces phytoplanctoniques. En 1975, Greene et al., utilisaient
des tests algaux pour évaluer l'impact des rejets municipaux, industriels et
agricoles sur la production phytoplanctonique. Au Québec, en 1981,
Joubert effectua une étude comparative des réactions a la toxicité
d'effluents provenant de difféerentes sources chez plusieurs organismes
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aquatiques dont les algues Selenastrum capricornutum et
Chlamydomonas variabilis.

Par le rbéle spécifique et l'importance capitale que joue le
phytoplancton dans I'écosystéme aquatique, les micro-algues, en
particulier, ont été rapidement considérées comme de bons indicateurs
pour évaluer les perturbations engendrées par des substances polluantes
dans l'environnement aquatique.

1.2.2- Généralités quant aux effets des contaminants sur les micro-
algues

Les contaminants pénétrent les cellules phytoplanctoniques en
traversant la paroi et la membrane cellulaire. L'entrée des polluants se fait
par transport passif (ne requérant pas d'énergie) ou par transport actif
(requérant de I'énergie). Certains contaminants agissent au niveau du
cycle cellulaire et ont pour effet de diminuer ou d'augmenter la croissance
algale (Jeanne, 1979; Howell et al, 1975). Signalons que
I'osmorégulation est affectée par des contaminants tels les détergents
perturbant la membrane cellulaire et diminuant ainsi le volume cellulaire.
Des effets au niveau du métabolisme (photosynthése, reSpiration, synthése
protéique, etc), du potentiel génétique et de la reproduction sont également
observés (Boudou et Ribeyre, 1989).

A lintérieur de la cellule, le devenir des contaminants varie selon les
caracteristiques physico-chimiques du milieu intracellulaire et du
contaminant: ils peuvent étre biotransformés permettant ainsi leur
élimination par excrétion, leur bioaccumulation ou leur bioactivation
(Boudou et Ribeyre, 1989).

La bicaccumulation algale diminue la possibilité du contaminantet
présente un avantage vis-a-vis des autres organismes du milieu comme les
poissons et les invertébrés. Ainsi, limpact toxique des polluants est
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diminué, du moins temporairement. Cependant, leur persistance a
l'intérieur des algues peut jouer un réle important dans le transfert des
contaminants a travers la chaine alimentaire (Boyle, 1984).

La réponse algale vis a vis des agressions toxiques varie d'une
espéce a l'autre (Blank et al.,, 1984). Cette variation de la sensibilité est
utilisée comme indicateur de stress chez le phytoplancton (Reynoids,
1987). En 1987, Hosmani étudia l'effet de la poliution organique sur la
diversité algale en milieu naturel. 1l calcula un indice de diversité et
démontra que celui-ci diminuait aux endroits les plus pollués et augmentait
avec I'éloignement de la source de pollution. La présence de toxiques
provoquant des effets Iétaux ou sublétaux favorise le développement d'une
espéce au détriment d'une autre. |l est donc apparu important de trouver
des outils permettant de mesurer ces effets adverses dans le but de mieux
en comprendre les répercussions encourues par le phytoplancton dans
I'écosystéeme aquatique.

1.3- Les biotests algaux
1.3.1- Historique et principes généraux des biotests avec micro-algues

La detérioration de la qualité de I'eau induite par des produits
toxiques ou des substances stimulant la croissance algale provenant des
activités anthropogéniques est une problématique de premier ordre. Les
premiéres études entreprises pour évaluer le degré de contamination de
I'écosystéme aquatique utilisaient surtout des paramétres chimiques
(conductivité, oxygéne dissous...) et physiques (pH, température,
turbidité...). Dans le cadre d'une politique de caractérisation de la
ressource, ces parameétres, bien qu'importants, s'avéraient nettement
insuffisants. |l est donc apparu impératif de se préoccuper également des
effets sur les organismes du milieu.
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Les bioessais effectués en laboratoire, ou les différents paramétres
chimigues et physiques du milieu sont contrélés, offrent des techniques
avantageuses pour vérifier la toxicité spécifiques des produits chimiques
(Keighan, 1977). De plus, ils permettent une souplesse dans
I'expérimentation et I'observation séparée ou simultanée de plusieurs
niveaux trophiques. L'évaiuation des substances chimiques spécifiques ou
d'effluents industriels a l'aide de bioessais peut orienter les politiques
environnementales de prévention afin de contribuer & amoindrir les risques
environnementaux liés a la pollution (Blaise et al., 1984).

Parmi les bioessais, les microbiotests ont regu une attention
particuliére. Ces derniers, s'effectuent a I'aide d'organismes unicellulaires
ou de petits organismes pluricellulaires exposés a différentes
concentrations d'échantillons liquides toxiques. La toxicité est évaluée a
partir de la mesure de variables phusiologiques ou métaboliques sur les
microorganismes exposés. Ces tests sont réalisés & l'aide de bactéries, de
protozoaires, de champignons, de moisissures, de micro-algues, et de

petits invertébrés tels les rotiferes (Blaise, 1991).

Les microbiotests offrent plusieurs avantages (peu codteux, simples,
organismes faciles a maintenir en culture, faible volume d'échantillon
requis, reproductibilité, etc). Parmi les microbiotets existants, différents
types d'effets sublétaux et létaux peuvent étre mesurés.

De nombreux travaux présentés a lintérieur du symposium
international intitulé "Experimental Use of Algal Cultures in Limnology"
(Société Internationale de Limnologie, 1978), ont mis en évidence le rle
essentiel des algues dans I'écosystéeme aquatique et leur potentiel a
évaluer les répercussions environnementales dues aux toxiques ou
substances nutritives. Au niveau international, on constate de plus en plus
I'ampleur que prennent les tests algaux dans des programmes de contréle
de qualité des eaux. Depuis, le phytoplancton est devenu un indicateur
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biologique sensible pour détecter la présence de substances toxiques ou
nutritives (Couture et al.,, 1981). De plus, il présente des caractéristiques
intéressantes pour des tests en laboratoire: cycle biologique de courte
durée, bioaccumule, culture et manipulation simples. Les algues
unicellulaires utilisées pour les essais biologiques sont représentées
essentiellement par les Chlorophycées, les Diatomées et quelques
Cyanophycées (Jouany, 1981).

En 1978, Miller et al., développérent un modéle simple permettant de
calculer le potentiel de fertilité d'un échantillon d'eau a partir de ses
teneurs en phosphore ou en azote. L'algue utilisée pour effectuer ces tests
était S. capricornutum. C'est une algue verte (chlorophycée) unicellulaire
isolée, en 1959, de la riviere Nitelva, dans la région d'Akershus en
Norvege par I'Institut Norvégien pour la recherche en eau. C'est une algue
ubiquitaire qui s'adapte facilement & diverses conditions envi-
ronnementales. Elle ne possede pas d'appareil de locomotion (cils,
flagelles) et adopte une morphologie en croissant de lune (Miller et al.,
1978). Ses dimensions particulieres (7,52 um de longueur par 2,1 um de
largeur) lui conférent un volume cellulaire moyen de 71,8 pm3 (Gongalves
et al.,, 1988).

Au Québec, Joubert utilisa cette espéce pour déterminer I'effet
inhibiteur d'effluents industriels (Joubert, 1980). Par ailleurs, de
nombreuses études ont été menées a l'aide de micro-algues pour évaluer
limpact des métaux lourds (Christensen et al., 1988; Rai et al., 1981;
Chiaudani et Vighi 1978), des rejets industriels (van Coillie et al., 1982;
Couture et al., 1981; Joubert et al., 1980), des pesticides (St-Laurent et al.,
1992; Thomas et al., 1990; Caux et Forrest, 1989). Signalons, que
Couture et al. (1985) ont revu et discuté de la signification des divers
applications de la précédure des bioessais avec micro-algues
lorsqu'appliquée a l'intérieur du réseau de surveillance de la qualité de
l'eau. Présentement, le test d'inhibition de croissance algale est
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recommandé sur le plan international par I'Organisation pour la
Coopération Economique et le Développement (OCDE) pour I'évaluation
écotoxicologique (Nyhoim, 1989).

Dans le but d'aliéger la technique, un protocole miniaturisé réalisé en
microplaque et pouvant se substituer au test en erlenmeyers fut développé
(Blaise et al.,, 1986). L'utilisation des microplaques comprend plusieurs
avantages: rapidité d'exécution, meilleure rentabilité, économie d'espace
par rapport a la technique en erlenmeyers et potentiel d'automatisation.
Depuis la validation de cette technique (Thellen et al.,, 1989), I'utilisation
des microplaques pour effectuer des tests d'inhibition de croissance se
popularise. Les travaux présentés dans ce mémoire s'inspirent de la
technique en microplaque utilisant la micro-algue S. capricornutum.

1.3.2- Limite des biotests algaux

Depuis le milieu des années 1970, on assite a une augmentation du
nombre d'études évaluant les effets de stress environnementaux sur le
phytoplancton. Celles-ci traitent des atteintes toxiques sublétales. Ces
tests mesurent des paramétres comme l'inhibition de croissance, la charge
énergétique en adénylates, et la fluorescence chlorophyllienne.

Malgré de nombreux efforts, il demeure difficile d'utiliser en routine un
test algal qui renseigne sur les atteintes toxiques létales. L'emploi de
colorants a été préconisé pour distinguer entre la viabilité et la mortalité
cellulaire. Le bleu d’'Evans et le rouge neutre ont été parmi les premiers
colorants testés sur le phytoplancton (Dressel et al., 1972; Gaff et Okong'O-
Ogola, 1971). Le bleu d'Evans, défini comme un colorant non fluorescent
d'exclusion, est utilisé surtout dans les analyses conventionnelles par
microscopie ou par spectrophotométrie. Les cellules viables, non
endommagées, ont la capacité d'exclure le bleu d'Evans, tandis que les
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cellules mortes ou endommagées y sont perméables (Combrier et al.,
1988).

Le rouge neutre est défini comme un colorant non fluorescent
supravital (ne se fixe que dans les celiules viables). L'absorption du
colorant est fonction de la perméabilité normale ou modifiée de la cellule.
Les cellules viables, dont la membrane cellulaire est intacte, seront
colorées par le rouge neutre. L'incorporation du rouge neutre se fait
passivement ou activement a travers la membrane sous forme non ionisée.
Dans la cellule, il est protonné et piégé a l'intérieur des lysosomes. Le
rouge neutre colore certains organites tels les mitochondries (Combrier et
al.,, 1988). Ces colorants sont encore utilisés pour discriminer entre la
viabilité et la mortalité cellulaire (Alexander et Wilkinson, 1987; Walsh,
1983; Taylor et West, 1980).

Il existe cependant plusieurs désavantages a les utiliser.
Premierement, les dénombrements pour estimer les cellules viables et
mortes sont effectués par microscopie. Les observations microscopiques
sont laborieuses et ne permettent pas d'observer un grand nombre de
cellules, limitant ainsi le traitement statistique. Deuxiémement, les
concentrations optimales de colorant employées et le temps d'incubation
nécessaire pour la coloration changent d'un type cellulaire a l'autre. De
plus, le rouge neutre devient parfois toxique et tue des cellules chez
certaines especes algales avant la fin de la période de coloration (Crippen
et Perrier, 1974). La coloration au bleu d'Evans est aussi problématique
que la coloration au rouge neutre. En effet, le bleu d'Evans a un patron de
coloration plus spécifique pour certaines espéces. |l présente donc une
grande variabilité dans la coloration de certaines espéces (Alexander et
Wilkinson, 1987). |l est également cytotoxique. L'établissement d'une
procédure universelle estimant la viabilité et/ou la mortalité pour toutes les
espéces phytoplanctoniques en utilisant le rouge neutre et le bleu d'Evans
comme colorants cellulaires apparait donc problématique.
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Trevors et al. (1983) utilisérent un autre indicateur de viabilité. L'INT-
formazan (2-p-iodophenyl-3-p-nitrophenyl-5-phenyltetrazolium chioride),
fut utilisé pour déterminer la respiration algale. La respiration étant
directement associée a l'activité cellulaire, la mesure de l'activité
enzymatique de la déhydrogénase en révele donc le niveau. Cette activité
enzymatique fut estimée a l'aide de I'INT-formazan qui permet de mesurer
l'activité du systéme de transport des électrons (ETS) directement relié au
potentiel respiratoire. Cette procédure révélant l'activité ETS fut utilisée
pour évaluer le pourcentage de cellules viables d'une population. La
viabilité cellulaire s'estime microscopiquement & l'aide d'un hématiemétre.
Les cellules viables présentent un dépét intracellulaire d'INT-formazan
directement observable par microscopie. Le temps d'incubation des
cellules et de I'INT-formazan (deux heures) ainsi que l'observation
microscopique subséquente limitent le nombre d'échantillons évaluer par
jour.

Les techniques employées jusqu'a présent pour révéler la viabilité
et/ou la mortalité cellulaire se font par I'observation microscopique. Celle-
ci est souvent fastidieuse et subjebtive. Il était donc important de mettre
au point une technique fiable, quantitative et rapide pour évaluer la iétalité
algale. Les techniques cytométriques permettent entre autre d'éliminer les
éléments de subjectivité dans les cas de coloration faible.

Les techniques cytométriques ont été employées dans quelques
études afin d'évaluer la viabilité cellulaire algale. Gala et Giesy (1990;
Dorsey et al., (1989) et Berglund et Eversman (1988), employérent le
diacétate de fluorescéine (FDA) afin d'évaluer I'état physiologique des
algues et la viabilité cellulaire. lls concluérent que la cytométrie en flux,
associée a I'emploi d'un fluorochrome tel que le diacétate de fluorescéine,
permettait de mettre en évidence la viabilité cellulaire chez des cellules
algales (voir section 1.5).
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1.4- La cytométrie en flux
1.4.1- La cytométrie en flux, technique de pointe en écotoxicologie

La microscopie a permis nombre d'études cellulaires pour
approfondir les connaissances morphologiques, structurelles et parfois
physiologiques. Cependant, l'analyse microscopique s'avere insuffisante.
La sensibilité et la capacité de quantification de la cytométrie présentent
plusieurs avantages sur le mode conventionnel d'analyse cellulaire par
microscopie. L'échelle d'intensité de la microscopie conventionnelle, par
exemple, classe les échantillons en colorations négatives, faibles,
moyennes ou fortes laissant I'expérimehtateur a une evaluation subjective.
Par contre, la cytométrie en flux permet une échelle de classification
d'intensité nettement plus continue et est capable de détecter des signaux
beaucoup plus faibles (Muirhead et al., 1985).

L'analyse individuelle des cellules est essentielle pour comprendre
les effets responsables d'altérations des fonctions et des mécanismes des
cellules. La cytométrie en flux, comme la microscopie conventionnelle,
permet I'étude précise de cellules isolées. Elle informe également de la
présence d'une ou de plusieurs sous-populations. Ainsi, l'analyse
cytométrique discrimine entre une faible augmentation de I'expression d'un
parameétre optique pour I'ensemble des cellules et une augmentation de
I'expression de ce méme parametre optique pour une sous-population
(Muirhead et al,, 1985).

L'emploi de marqueurs cellulaires spécifiques d'un élément, d'un
constituant, ou d'une activité enzymatique, se révéle une puissante
technique pour le repérage, le dénombrement des différents types
cellulaires ou la compréhension des mécanismes d'action, tant en
recherche qu'en analyse biomédicale. La cytométrie en flux se situe au
carrefour de toutes ces techniques en permettant la quantification de
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plusieurs signaux optiques diffusés par chacune des cellules. Elle offre
donc la possibilité d'observer les variations et la distribution des propriétés
cellulaires au sein d'une population (Métézeau et Delamare, 1988).

La cytométrie en flux se distingue par trois caractéristiques uniques.
Premierement, elle permet I'analyse de plusieurs paramétres a la fois,
lesquels peuvent étre mesurés et eventuellement corrélés. Deuxiément,
les cellules font I'objet d'un examen individuelle comme en microscopie.
Ceci est avantageux pour l'étude de la réponse algale vis-a-vis des
toxiques. Présentement, les tests algaux mesurent les effets toxiques sur
I'ensemble de la population selon différentes variables (biomasse, niveau
de croissance, fluorescence chlorophyllienne totale, etc). Ces mesures
représentent la réponse intégrée de toutes les cellules dans un volume
d'eau spécifique et ne tient pas compte des réponses individuelles. La
cytométrie en flux offre donc une nouvelle approche expérimentale puisque
les analyses s'effectuent sur des cellules individuelles. Troisiément, elle
assure la quantification des signaux optiques émis par les cellules. De
plus, la rapidité (observation de 104 a 106 cellules par seconde) avec
laquelle elle enregistre les informations permet d'observer un nombre
important de cellules, favorisant ainsi la fiabilité. des données et des
analyses statistiques (Métézeau et Frelat, 1991).

Cependant, il existe quelques désavantages associés a I'emploi de
techniques cytométriques pour l'analyse cellulaire comme, par exemple,
la préparation de suspensions cellulaires a partir de tissus. Dans ce cas,
la dissociation enzymatique ou mécanique conduit parfois a la perte de
certains types cellulaires, a la destruction ou modification de marqueurs
intéressants et peut méme désorganiser le micro-environnement
nécessaire au maintien des fonctions cellulaires.

Tel que mentionné, la cytométrie en flux mesure la totalité des
émissions de lumiére pour chacun des paramétres optiques retenus. En
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conséquence, linformation sur la distribution intracellulaire du
fluorochrome ou sur les structures capables de diffuser la lumiére, et
visualisables par microscopie conventionnelle, est perdue. De plus, la
cytométrie en flux capte la diffusion lumineuse d'amas cellulaires ou de
débris et enregistrer faussement ceux-ci comme étant des paramétres
optiques diffusés par une cellule, ce que l'observation visuelle par
microscopie aurait naturellement éliminée (Muirhead et al., 1985).

Le développement continu de marqueurs de plus en plus spécifiques,
tels que les anticorps monoclonaux, les fluorochromes capables de
traduire de nombreux mécanismes et propriétés cellulaires, ainsi qu'une
plus grande utilisation des propriétés cellulaires intrinséques (diffusion,
autofluorescence) ont amené une extension des activités utilisant la
cytométrie en flux (Métézeau et Frelat, 1991). La cytométrie en flux se
présente donc comme une technologie de pointe dans tous les domaines
de recherche de la biologie cellulaire, de la recherche biomédicale et
devient une approche de plus en plus convoitée pour la recherche en
sciences aquatiques.

1.4.2- Certaines applications dans le domaine des sciences aquatiques

Ce n'est que vers la fin des années 1970 que la cytométrie en flux a
fait ses débuts comme outil de recherche en milieu aquatique. Depuis,
plusieurs publications favorisant I'utilisation de techniques cytométriques a
l'intérieur de ce cadre de recherche ont vu le jour (Yentsch et Campbell,
1991; Phinney et Cucci, 1989; Premazzi et al., 1989;'Cunningham et
Leftley, 1986; Forrest, 1984; Yentsch, 1983; Yentsch, 1981). Le cytomeétre
analysant uniquement des particules en suspension et de petites tailles,
soit entre 1 um et 150 um, le phytoplancton, composé essentiellement
d'organismes unicellulaires, se préte bien aux analyses cytométriques
(Yentsch et al.,, 1986). De plus, le phytoplancton posséde des pigments
photosynthétiques fluorescents (chlorophylle, caraténoides), permettant
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l'analyse cytométrique de la fluorescence. Il est simple également
d'effectuer une analyse biparamétrique en utilisant 'autofluorescence
chlorophyllienne accompagnée de la lecture simultanée d'un autre
parameétre optique.

La cytométrie en flux se préte bien aux études de laboratoire. Par
exemple, certains travaux ont été réalisés pour évaluer le broutage algal
par le zooplancton (Cucci et al., 1989). Premazzi et al. (1989) ont utilisé la
cytométrie en flux pour connaitre l'impact toxique de l'acide
nitrilotriacétique (NTA), du cuivre et du cadmium sur plusieurs espéces
algales. lis ont également fait des expériences d'identification d'espéces
algales en utilisant les propriétés optiques intrinséques a chacune, telles
que l'autofluorescence ou la diffusion de la lumiére a petits angles (FSC:
"forward side scatter") qui refléte la taille cellulaire. Déja en 1978, Price et
al., identifierent et déterminérent les patrons cellulaires associés a la
diffusion de la lumiére a petits angles sur trois espéces algales.

En 1988, Berglund et Eversman utilisérent la cytométrie en flux afin
d'évaluer le stress causé par la pollution atmosphérique sur des lichens.
Elles mesurérent l'activité estérasique de la composante algale des lichens
aprés séparation des champignons, ainsi que l'intégrité membranaire et le
pH intracellulaire a l'aide du diacétate de fluorescéine (FDA). Les résuitats
démontrérent que le FDA s'avérait un bon indicateur pour évaluer les effets
que causaient la pollution sur la cellule. La méme année, Berglund et al.
employérent la cytométrie pour I' évaluation quantitative de I'activité
biologique de phytotoxines sur des champignons pathogénes pour les
végétaux. L'étude cytométrique permit aussi de mieux connaitre les
mécanismes d'action des phytotoxines.

Le cycle cellulaire est également étudié chez le phytoplancton a
l'aide de la cytométrie en flux. De tels travaux sur le cycle cellulaire de
l'algue verte unicellulaire Euglena gracilis intoxiquée au cadmium auront
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permis de résoudre le mécanisme de résistance de cette algue pour ce
métal (Bonaly-Cantarel, 1988).

Par ailleurs, plusieurs recherches sur [autofluorescence
chlorophyllienne ont été menées a l'aide de techniques cytométriques (Xu
et al., 1990; Demers et al,, 1989; Galbraith et al.,, 1988). Par exemple,
l'autofluorescence sert de traceur pour estimer la prise en charge des
algues par les invertébrés (Cucci et al.,, 1989). Demers et al. (1989)
utilisérent l'autofluorescence comme indicateur de I'état physiologique du
phytoplancton. |l trouvérent une corrélation positive entre le biovolume
cellulaire et la fluorescence chlorophyllienne et furent capables d'estimer la
croissance relative du phytoplancton dans le milieu naturel. lls concluérent
que la cytométrie en flux s'avérait fiable pour étudier la réponse
physiologique du phytoplancton. Dorsey et al. (1989) l'utilisérent pour
étudier l'activité métabolique de micro-algues marines. llis firent des
expériences avec le FDA pour mesurer la viabilité, les caractéristiques
métaboliques de la membrane cellulaire et I'effet de la chaleur sur
I'accumulation de fluorescéine.

L'étude de l'autofluorescence des pigments photosynthétiques des
algues est aussi une approche intéressante pour identifier les espéces
dans un échantillon provenant du milieu naturel ou dans une culture mixte
en laboratoire. Olson et al. (1989) identifierent, & I'aide des propriétés
optiques spécifiques aux différents pigments, plusieurs espéces de
phytoplancton marin. Li (1989) analysa et classifia I'ultraphytoplancton
marin par ses caractéristiques d'autofluorescence et de taille cellulaire.

Legendre et Yentsch (1989) présentérent un profil des techniques
cytométriques pour les études biologiques en limnologie et océanographie.
lls décrivirent I'importance d'évaluer certaines variables dans ce cadre de
recherche et nous informérent des avantages et des désavantages a
travailler avec le phytoplancton du milieu naturel. Phinney et Cucci
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(1989), Peeters et al. (1989) ont également évalué les difficultés associées
a l'analyse du phytoplancton dans le milieu naturel. Celles-ci peuvent étre
associées aux appareils cytometriques actuellement sur le marché qui
présentent certaines restrictions. |l existe des limites quant a la grosseur
des particules pouvant étre analysées. Les algues filamenteuses, par
exemple, peuvent se briser en petites fractions lors de leur passage dans le
cytometre ou bien des concentrations cellulaires peu élevées peuvent
amener certaines contraintes analytiques..

1.5- Objectifs de la recherche

L'intégrité du phytoplancton est un facteur essentiel & la productivité
de I'écosystéme aquatique. Les substances chimiques qui peuvent lui
porter atteinte doivent étre évaluées. Afin de mieux caractériser leurs
répercussions sur le phytoplancton, il est apparu important de développer
une méthode simple et fiable pour estimer la létalité algale. L'objectif de
cette recherche vise donc le développement d'un test de létalité algal a
l'aide des techniques cytométriques. Le but ultérieur de cette étude vise a
la validation et a l'intégration de ce bioessais parmi ceux déja existants afin
d'obtenir un portrait plus complet des effets délétéres sur le phytoplancton
des substances chimiques et/ou des effluents industriels.

Afin d'évaluer la létalité algale, le diacétate de fluorescéine (FDA) et
le carboxydiacétate de fluorescéine (C-FDA), deux marqueurs reconnus
pour la mise en évidence de la viabilité cellulaire (Gala et Giesy, 1990;
Berglund et al., 1988; McGinnes et al., 1985; Bruning et al., 1980; Rotman
et Papermaster; 1966), offraient un potentiel intéressant. La premiére
étape de cette étude consistera a I'évaluation de leur efficacité a mesurer
de fagon fiable la viabilité celulaire sur la micro-algue S. capricornutum.
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Par la suite, I'application de la méthode sera évaluée sur des
toxiques de référence: cuivre et mercure. A cette étape, I'amélioration de la
méthode et la validation des résultats de mortalité seront effectuées.

La démonstration de la fiabilité du protocole réalisée, des tests de
létalité seront effectués sur différents pesticides (l'atrazine, le 2,4-D, le
metolachlore, le diquat, la cyanazine) reconnus prioritaires au Québec
selon le rapport SAGE (1988).

1.5.1- Le diacétate de fluorescéine, le carboxydiacétate de fluorescéine et
l'autofluorescence chlorophyllienne, marqueurs de viabilité

La viabilité cellulaire est mise en évidence par des colorants
spécifiques qui informent de I'état de la cellule. Dans le cadre de cette
étude, nous avons sélectionné parmi deux colorants fluorescents
supravitaux: FDA et C-FDA. Ceux-ci pénétrent les cellules vivantes et non
vivantes mais se fixent uniquement dans les cellules vivantes. lls s'avérent
peu ou non toxiques et sont liposolubles, ils traversent donc facilement la
membrane cellulaire (Combrier et al., 1988).

Le FDA est une molécule non polaire (ester d'acide gras) et non
fluorescente. A lintérieur des cellules vivantes, des estérases non
spécifiques cliveront le-lien ester des acétates pour libérer la fluorescéine.
L'hydrolyse du FDA se produit a 95 % dans le cytoplasme (Sontag, 1977).
La fluorescéine étant hydrophile demeure captive du cytoplasme des
cellules vivantes dont la membrane cellulaire est en bon état physiologique
(Dorsey et al., 1989; Combrier et al., 1988). La fluorescence est transmise
en unités relatives de fluorescence (URF). Chez les cellules non viables, le
FDA ne pourra étre clivé étant donné l'absence d'activité estérasique.

L'intensité de la fluorescence verte dépend de l'activité des esté-
rases, du pH intracellulaire (Visser et al., 1979) et de lintégrité
membranaire ( Aeschbacher et al., 1986; Prosperi et al., 1986; Persidsky et
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Baillie, 1977). La perte d'intégrité membranaire favorisera un relargage
plus rapide de la fluorescéine et la diminution du pH intracellulaire et de
l'activité estérasique réduit l'intensité de la fluorescence verte.

- Le C-FDA est également une molécule non polaire (ester d'acide
gras) qui pénétre facilement a l'intérieur de la cellule. Son mode d'action
est identique & celui du FDA. Par ailleurs, des études menées par
McGinnes et al. (1985), avec des cellules immunologiques de mammiféres
("Natural Killer"), ont démontré que le C-FDA estrelargué beaucoup plus
lentement que le FDA. Les réponses présentent également une moins
grande variabilité entre triplicatas selon les conditions expérimentales (la
température, les constituants du milieu, etc).

Comme il est impératif de bien connaitre les propriétés des colorants
utilisés pour marquer les cellules viables et non viables, leurs
répercussions sur le métabolisme cellulaire en fonction de leurs propriétés
physico-chimiques devront étre connues. De plus, il est essentiel de bien
connaitre leurs qualités spectrales dans le cas d'une utilisation avec
d'autres marqueurs.

Le FDA et le C-FDA émettent a 530 nm lorsqu'excités a 488 nm par
le laser du cytométre. Le choix des fluorochromes étant lié aux contraintes
cytométriques imposées par la source d'excitation unique, ces delx
fluorochromes présentent donc de bonnes caractéristiques optiques pour
la présente étude.

Cependant, l'unique mesure de l'activité des estérases liée a
lintensité de la fluorescence verte ne constituait pas une preuve irréfutable
de viabilité. Etant donné que certains toxiques inhibent I'activité
estérasique (métaux: Karataglis et al., 1988; organophosphorés: Casarett et
Doull, 1986) et que d'autres l'induisent ou l'activent (pesticides de la famille
des chloroacétamides: Kaufman et Kearney, 1976), il s'est avéré essentiel
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d'incorporer un deuxiéme indicateur de viabilité & notre procédure: la
fluorescence chlorophyllienne.

Le principe de l'autofluorescence chlorophyllienne est le suivant:
lorsque I'énergie d'excitation n'est pas toute utilisée dans la photosynthese,
les pigments chlorophylliens dissipent cette énergie sous forme de chaleur
ou de fluorescence (Salisbury et Ross, 1985). Lorsqu'excitée a 488 nm, la
chlorophylle des cellules saines emet autour de 650 nm (spectre rouge),
laquelle est captée par le détecteur a fluorescence rouge du cytométre. En
utilisant l'autofluorescence, nous évitons un chevauchement de
fluorescence avec celle émise par le FDA (fluorescence verte). Des
analyses biparameétriques des signaux optiques émis par les cellules
peuvent donc étre menées sans difficultés d'interprétation. Nous évitons
également I'emploi d'un deuxiéme fluorochrome, aliegeant davantage le
protocole. L'accumulation intracellulaire de fluorescéine n'interfére pas
avec l'autofluorescence (Dorsey et al., 1989). Il est & noter, cependant, que
l'autofluorescence ne peut pas apporter a elle seule une garantie absolue
de viabilité. En effet plusieurs toxiques peuvent altérer 'autofluorescence
sans nécessairement entrainer une conséquence algicidale (Grazyna et al.,
1987, Roy et Legendre, 1979; Samuelsson et Oquist, 1977).

1.5.2- L'estimation de l'inhibition de croissance et de la létalité chez les
algues -

Des tests d'inhibition de croissance effectués selon le protocole
miniaturisé développé par Blaise et al. (1986) seront réalisés pour
plusieurs des produits utilisés lors des tests de létalité. Les tests
d'inhibition serviront de référence afin de comparer les résultats obtenus
avec ceux de la littérature. De cette fagon, un contrle de qualité de la
technique est effectuée pour valider davantage les résultats. La
comparaison des paramétres de mesure (Clsg et CLsg) permettra
également de mieux caractériser le potentiel toxique des produits.




CHAPITRE 2

2.0- MATERIEL ET METHODES
2.1- Matériel biologique et entretien des cultures

2.1.1- Materiel biologique

Le microorganisme retenu pour les tests est la microalgue S.
capricornutum, souche ATCC 22662. Au Québec, plusieurs études ont
permis de vérifier 'efficacité des tests biologiques avec S. capricornutum.
La polyvalence d'utilisation de ce réactif biologique afin de préciser les
répercussions environnementales des composés toxiques a été démontrée
par plusieurs auteurs (St-Laurent et al., 1992; Thellen et al., 1989; Blaise et
al., 1986; Couture et al., 1985; van Coillie et al., 1982; Couture et al., 1981;
Joubert, 1980).

2.1.2- Entretien des cultures

Les microalgues sont mises en culture dans le milieu nutritif AAP ("Algal
Assay Procedure") 1X (Miller et al., 1978). Ce milieu est préparé a partir de
cinq solutions concentrées de macro et microéléments. Un volume de 1
mL est prélevé de chacune des cinqg solutions et ajouté a 900 mL d'eau
déionisée (Millipore Super-Q). Le volume de la solution est complété a 1 L.
Les concentrations nominales de macroéléments et de microéléments dans
le milieu de culture sont les suivantes:




Macroéléments

Nitrate de Sodium NaNO3

.Chlorure de Magnésium, MgCls.6H20O
.Chlorure de Calcium, CaCls.2H20
.Sulfate de Magnésium, MgSOy4,7H20
.Phosphate de Potassium, KoHPO4
.Bicarbonate de Sodium, NaHCOg

Micro-éléments

.Acide Borique, H3BO3

.Chlorure de Manganése, MnCl2.4H20
.Chlorure de Fer, FeCl3.6H20

.Chlorure de Zinc, ZnClo

.Chlorure de Cobalt, CoCla.6H20
.Chlorure de Cuivre, CuClo.2HoO
.Molybdate de Sodium, NaoMoQO4.2H20

.Disodium d'acide Tétraacétique,
NasEDTA.2H20

25,50 mg/L
10,00 mg/L
4,42 mg/L
14,70 mg/L
1,04 mg/L
15,00 mg/L

185,52 ug/L
415,61 pg/L
160,00 ug/L
3,28 ug/L
1,43 ug/L
0,012 ug/L
7,26 pg/L

300,00 pg/L
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Le pH du milieu est ajusté a 7,5 10,1 en utilisant 0,1N d'hydroxyde de
sodium ou d'acide hydrochlorique. Le milieu nutritif est ensuite filtré a 0.45
um sous des conditions stériles. Un volume de 500 mL de milieu est réparti
dans des erlenmeyers de 2 L. Les milieux sont ensuite entreposés a 4°C a
la noirceur. Un inoculum de 100 ulL d'algues provenant d'une culture en
phase logarithmique de croissance (généralement de 7 jours) est ajouté
dans un des erlenmeyers contenant 500 mL de milieu nutritif AAP 1X. La
culture est incubée pendant une période de 7 jours avec agitation (100
rpm), & 24°C, sous luminosité continue (approximativement 95 pE.m2.s-1).
Un repiquage de la culture d'algues est effectué hebdomadairement dans
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un milieu AAP frais afin de maintenir les cultures en phase de croissance
logarithmique.

2.2- Considérations techniques du cytométre

Le cytométre en flux mesure diverses paramétres optiques qui sont
des signaux lumineux émis par les cellules. L'intensité de ces signaux
optiques est corrélée avec les propriétés cellulaires. Les variations et la
distribution de ces propriétés peuvent étre observées au sein d'une
population.

L'appareil utilisé pour nos recherches est le modéle FACScan
(Becton Dickinson). Cet appareil détecte des particules aussi petites que 1
um (Nauwelaers et al., 1988). La mesure de cinq paramétres optiques est
captée simultanément sur chacune des cellules. Les cinqg paramétres
optiques analysés par le FACScan sont: la lumiére diffusée & petits angles
(FSC: "forward scatter"), la lumiére diffusée a angle droit (SSC: "side
scatter”), et I'émission de fluorescence a trois longueurs d'ondes
différentes. Un mode d'amplification linéaire ou logarithmique peut étre
employé pour chacun des détecteurs optiques (Becton Dickinson, 1988).

L'intensité de la lumiére diffusée a petits angles (1° a 10°) est
corrélée avec la taille cellulaire.” Cependant, la relation n'est pas
nécessairement linéaire. Certains paramétres tels que l'asymétrie
cellulaire, l'index de réfraction et la réflexion de la lumiére a la surface de la
cellule, influencent la lumiére diffusée a petits angles (Kruth, 1982). La
lumiere diffusée a angle droit (90°) permet I'étude de la réfringence et la
complexité du cytoplasme, la morphologie et le rapport
nucléocytoplasmique (Métézeau et Delamare, 1988).

La mesure de lintensité des signaux optiques provenant de
molécules fluorescentes sera déterminante dans le cadre expérimental de




23

nos travaux. Le modéle FACScan permet I'emploi de molécules
fluorescentes dont les longueurs d'onde d'émission se situent & 530 +15
nm (FL1: spectre vert), 585 +22 nm (FL2: spectre orange) et > 650 nm (FL3:
spectre rouge). Ces spécifications s'avérent compatibles avec le diacétate
de fluoresceine (colorant fluorescent utilisé pour nos travaux) dont la
longueur d'émission est a 530 nm lorsqu'excité a 488 nm et la fluorescence
provenant des pigments chlorophylliens de la microalgue S. capricornutum
dont la longueur d'onde d'émission se situe autour de 650 nm.

2.2.1- Systéme optique

La source d'excitation du FACScan provient d'un laser a ions
d'argon. Sa puissance d'émission est a 488 nm. Cette longueur d'onde
d'excitation permet l'analyse de plusieurs molécules telles que: la fluo-
rescéine, le bromure d'éthidium, I'acridine orange, le propidium iodine et la
chlorophylle (Métézeau et Delamare, 1988).

Le systéme optique du cytométre en flux, composé de miroirs
dichroiques et de filtres, quantifie séparément les différents signaux
optiques emis par une cellule. Aprés avoir traversé cette succession de
miroirs et de filtres, les signaux optiques sont acheminés vers des systémes
de détection appelés les photomultiplicateurs (PMT). Le FACScan est
composé de trois PMT captant I'émission de fluorescence. A chacun de
ceux-ci est associé un filtre passe-bande spécifique a une longueur d'onde.
La lumiéere diffusée a angle droit (SSC) est également acheminée vers un
PMT tandis que la lumiére diffusée a petits angles (FSC) est acheminée
vers une photodiode (figure 1).

Les signaux électriques livrés par les PMT et la photodiode sont
transformés par un convertisseur analogique digital (CAD) en signaux



-1 Filtre rouge
—92 Filtre arange
—3 Filtre vert

FIGURE 1. Systéme optique du cytométre, modéele FACScan
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digitalisés. Le modéle FACScan posséde un CAD de 10 bits. Le signal
maximum (en Volt) sera donc digitalisé en 210, offrant 1024 valeurs
discontinues. Tout signal optique issu du cytométre sera transformé par le
CAD en une valeur digitalisée répartie entre les 1024 valeurs. Ainsi, selon
intensité du signal, une valeur située entre les 1024 valeurs,
représentatives de l'intensité du signal, lui sera assignée (Pierrez et al.,
1988). Suite a l'acquisition des données, les résultats des fluorescences
peuvent étre analysés a l'aide de deux logiciels (FACscan ou le LYSYS).
Le logiciel FACscan analyse les valeurs obtenues sur 1024 canaux, tandis
que le logiciel LYSYS analyse les valeurs obtenues sur 256 canaux.

La localisation de la population cellulaire de S. capricornutum a tout
d'abord été effectuée a l'aide des signaux optiques FSC et SSC. La
combinaison de ces deux paramétres optiques s'avére fiable pour
discriminer les populations cellulaires (Muirhead et al., 1985). Ensuite, la
population cellulaire a été localisée en fonction de la fluorescence émise a
530 nm (diacétate de fluorescéine) et a 650 nm (chlorophylie). Les valeurs
des amplifications et des détections (statuts expérimentaux) pour
discriminer cette population cellulaire sont présentées a la figure 2. Les
résultats des analyses peuvent étre présentés sous forme de cytogramme
biparamétrique. Les parameétres mesurés sont corrélés deux par deux. Sur
le cytogramme chaque cellule est représentée par un point (figure 2). Des
histogrammes monoparamétriques peuvent également étre générés.

2.2.2- Ecoulement des fluides

La séparation et I'entrainement des cellules dans la chambre de
mesure sont réalisés par un systéme a deux flux laminaires. Les cellules,
sujettes a des forces hydrostatiques, sont entrainées au centre du flux
liquide permettant un pbsitionnement adéquat dans la chambre de mesure.
Une surpression est exercée sur I'échantillon afin de faire progresser les
cellules au centre d'une veine liquide d'entrainement. Cette derniére est




‘senbyioads xnejuewiigdxe sasioweled
ap uoloUO) Ua wmnuioolides wWwniseus|es

anB|e,| ep sale|n||d suosed sep sawwelbo}fn "2 34NoI4
9071 901 501 901 50T °POKH
9071 901 901 501 901 Sane3edTITTAWY
(o]0} 4 0]*1 4 009 062 1-3 sane30939d
£1d 214 114 oss osd
[
o]
e
iy
29SNIITP 9I2TWUNT Op SSATILTSI SPITUN 0 (T4n) oousosagonli 9p SSATIRTIA SITUN
o]
0S4 e, (wu 0G9<) obnox sdousdsaIONTI
o =
.‘u.— NN .ﬂ_uﬂ_....:-n —N»ﬂﬂ_:h—.. _ﬂ—u.——hﬂw.- -ﬂ.ﬂw ﬂuﬂ m ‘um —:..—_ﬂ.au_.___.v_ .N.unﬂ..:h_ »u.ﬂu_:.._. _ﬂnu— qu.n m
i > ‘ o
] § o i ! ®
A - 1] ] L [0)]
oo = a8z = O
- - .nl-ﬂu Q, B By 21 14
] I o h § w
nax m % M.uL B L [
] miuu“ O m m ..mlmm_ M
= : 5 e S
] : © ] : o
uﬁm Ml«u, m._ mm.,m w.«m: \Cﬂ
, L Hh ] L w
3 - h - o (e ]
soad] E o & soail o o
oons T T TaERT T TdEsT T TdesT T aeEl T Bl o wons T T8 T TdeaT T Tday] T Tgeel T Bl | 5
o fa

(Tdn) oousosaion(j o9p SoATIRTSL s93TuUn



27

constituée d'un liquide isotonique (HEMATALLR) filtré a raide d'une
membrane de porosité de 0,22 um afin d'éviter que des agrégats puissent
obstrurer I'appareil, perturber I'écoulement des fluides ou produire des
artéfacts lumineux (Métézeau et Delamare, 1988). Au centre de la chambre
de mesure, le faisceau lumineux du laser intercepte les cellules. La
chambre de mesure du modéle FACScan est formée d'une cuvette
rectangulaire en quartz de 430 um x 180 um (Becton Dickinson, 1988).

2.3- Cinétique enzymatique du FDA et du C-FDA

Afin de faire un choix entre ces deux fluorochromes, nous les avons
comparé en effectuant des expériences de cinétique enzymatique (figure
3). A partir d'une culture d'algues en phase logarithmique de croissance,
des cellules furent centrifugées a 1100 G pendant 10 min afin d'éliminer les
débris cellulaires contenus dans le milieu. Le culot fut ensuite resuspendu
dans un milieu AAP 1X. La concentration cellulaire fut ajustée (Coulter
Counter, modéle ZM) & environ 1 x 106 cellules/mL: les dénombrements
cellulaires sont effectuées a I'aide d'un compteur de particules. Un volume
de 900 uL de la suspension cellulaire fut distribué dans des éprouvettes.
On ajoute a ce volume 100 ul des différentes concentrations de
fluorochromes, soit 24 mM pour le FDA et 17,73 mM pour le C-FDA. Tous
les tests furent réalisés en triplicata. Le FDA et le C-FDA étant des
molécules hydrophobes, I'acétone fut employée comme véhicule pour les
solubiliser. Les témoins étaient soumis au méme pourcentage d'acétone.
Des lectures cytométriques furent prises a différents temps, permettant ainsi
I'obtention d'une mesure temporelle d'intensité de la fluorescence verte
(exprimée en unités relatives de fluorescence: URF) émise par les cellules.

Les courbes des cinétiques estérasiques obtenues sont conformes au
modéle de cinétique enzymatique de Michaelis-Menten. La réaction
enzymatique débute par une phase de latence représentant le temps requis
pour le transport des fluorochromes (FDA et C-FDA) dans la cellule et leur




Culture algale de 7 jours

'

Centrifugation, 1100 G, 10 min.

Y

Resuspension des cellules dans du AAP 1X

Y

Dénombrement cellulaire au compteur de particules
( Coulter Counter, Modéle ZM)

'

6
[ cellulaire ] ajustée a1 X 10 Cellules/mL

¢ TESTS AVEC

TEMOIN FLUOROCHROMES
’ 100 pL acetone X % 100 pL fluorochromes

Triplicata Triplicata _¢

900 pL algues 900 pL algues\

- LECTURE AU CYTOMETRE AUX DIFFERENTS TEMPS <&

FIGURE 3. Protocole d'évaluation des cinétiques estérasiques
du FDA et du C-FDA chez l'algue S. capricornutum.
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accessibilité aux estérases. Il s'ensuit une augmentation de la réaction
enzymatique suite a l'accroissement de la concentration du substrat (le
fluorochrome) intraceliulaire (phase linéaire). Aux fortes concentrations de
substrat, la vitesse de la réaction devient constante et indépendante de sa
concentration. L'enzyme est alors saturé (phase stationnaire). Cette phase
est également caractérisée par un équilibre entre le niveau de formation de
fluorescéine et son relargage dans le milieu. Le relargage de la
fluoresceéine se fait par diffusion passive (Baisch, 1978) ou par transport
actif (Prosperi et al., 1986) chez les cellules dont la membrane est intacte. I
peut aussi résulter d'une augmentation de la perméabilité membranaire
chez les cellules endommagées. La phase stationnaire est enfin suivie par
la phase décroissante caractérisée par une diminution du substrat, et/ou
par une augmentation de la réaction inverse, et/ou par un accroissement du
relargage de la fluorescéine dans le milieu (Dive et al., 1987; Lehninger,
1982). ’

Suite a ces expériences préliminaires de cinétique, le FDA a été
retenu comme marqueur de viabilité chez l'algue S. capricornutum pour les
essais subséquents puisqu'il présentait une meilleure réponse (voir
chapitre 3). ‘

2.4- Sélection d'une concentration optimale de FDA

La concentration de FDA utilisée pour mettre en évidence la viabilité
cellulaire chez les algues varie selon les auteurs. Les concentrations
rapportées s'échelonnent entre 1 uM et 40 uM (Gala et Giesy, 1990; Dorsey
et al., 1989; Berglund et al., 1988; ). Afin d'estimer la concentration de FDA
optimale pour nos travaux, nous avons effectué des cinétiques
enzymatiques aux concentrations suivantes: 1 uM, 5 uM, 10 uM et 24 uM.
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2.5.1- Validation du fenétrage des populations

Afin de valider le fenétrage des populatiohs viables et non viables,
des tests en milieu liquide et en milieu solide ont été effectués.

Lors d'expériences préliminaires, des cellules ont été exposées aux
micro-ondes durant 15, 30 et 60 s: la létalité a été évaluée en incubant les
algues traitées dans un milieu nutritif liquide et gélosé. L'absence de
croissances des algues dans les différents milieux confirmait la mortalité
des algues. Ces expériences ont permis de déterminer que les cellules
algales étaient tuées aprés un traitement de 60 s au four & micro-ondes.

2.5.1.1- Tests en milieu liquide

Le protocole utilisé pour différencier les cellules vivantes des mortes
est shématisé a la figure 5. Un volume de 100 mL a été prélevé d'une
suspension algale en phase logarithmique de croissance. Les celiuies ont
été centrifugées a 1100 G pendant 10 min. Le culot a été resuspendu dans
un milieu AAP 1X. La suspension algale a été répartie (2 X 50 mL) dans
deux erlenmeyers de 125 ml. Afin de tuer les cellules, un des erlenmeyers
a subi un traitement aux micro-ondes (60 s). L'autre constituait le témoin
(cellules viables). Les deux cultures en erlenmeyers ont ensuite été
incubées durant 4 jours.

Pour l'analyse cytométrique, 900 pL ont alors été prélevés de
chacune des suspensions algales et déposés dans un tube de 12 X 75 mm
dans lequel fut ajouté 100 uL de FDA 50 uM pour obtenir une concentration
finale de 5 uM de FDA. Les tubes furent incubés a la température de la
piece (environ 25°C) pendant 30 min. Pour chaque groupe (témoin et
groupe test), des témoins constitués de la suspension algale et de 0.05 %
d'acétone furent inclus. Ces derniers s'avérent nécessaires afin de vérifier
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FIGURE 5. Protocole pour évaluer la viabilité: test en milieu liquide.
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I'activité estérasique (voir section 2.5). Au jour O, des mesures
cytométriques de fluorescence furent effectuées a 530 nm (FDA) et a 650
nm (chlorophylle) pour chaque traitement réalisé en triplicata. Aprés avoir
ajusté la concentration cellulaire du témoin a 20 000 cellules/mL dans un
milieu AAP 0.625 X (concentration d'AAP lors des tests de 4 jours en
microplaque) les erlenmeyers ont été incubés & 24°C pendant 4 jours. Un
réajustement de la concentration cellulaire du témoin était nécessaire afin
de s'assurer que la culture soit en phase logarithmique de croissance aprés
4 jours d'incubation. Cette étape est importante puisque la concentration
agale avant le réajustement était supérieure a 1 x 106 cellules/mL. Si la
concentration n'avait pas été réajustée, la culture aurait été en phase
stationnaire ou de décroissance. Ceci aurait diminué le pourcentage de
viabilité du témoin par rapport aux lectures cytométriques du jour 0. Afin
d'obtenir une réponse optimale de fluorescence du témoin, les cellules
devaient étre en bon état physiologique. Ce réajustement s'avérait
naturellement superflu dans le cas des algues traitées aux micro-ondes.

2.5.1.2- Tests en milieu solide

Le protocole des tests en milieu solide est présenté a la figure 6.
Pour chaque traitement, 100 ul des suspensions algales ont été prélevés
au jour O et au jour 4 puis étalés sur des boites de Pétri (en triplicata pour
chacun des groupescontenant du milieu gélosé AAP 1X. Les boites de
Pétri furent incubées & 24°C, en éclairage continu, pendant 12 jours. La
présence de colonies algales sur les géloses fut alors évaluée.

2.6- Biotests algaux d'inhibition de croissance (Clgq) et de létalité (CLgg)

Les tests algaux d'inhibition de croissance et de létalité ont été
entrepris selon un protocole semblable a celui du bioessai algal en
microplaque développé par Blaise (1986). La figure 7 expose la disposition




GROUPE TEMOIN

SO wml

ZZ

«Jo, +J4

!

100 plL

!

Gélose AAP 1X

!

INCUBATION 12 JOURS

!

PRéSEHCE DE COLONIES ALGALES

GROUPE TEST

S0 ml

«JO, «J4

l

108 pl

!

Gélose AAP 1X

INCUBATION 12 JOURS

!

ABSENCE DE COLONIES ALGALES

=

« JO, *J4: jour O et jour 4

FIGURE 6. Protocole pour évaluer la viabilité: test en milieu solide.
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Les puits périphériques de la microplaque contiennent 200 ulL

d'eau déionisée. Les colonnes 2 & 11 sont réservées pour chacune
des concentrations du toxique (T). Les dilutions de ce dernier

sont effectuées de la colonne 2 & la colonne 11, de la plus forte
concentration & la plus faible. A chacune des concentrations
correspond 5 réplicats. La rangée D est exclusivement réservée

au groupe témoin (C: contréle). :
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expérimentale retenue pour I'évaluation de la toxicité d'un produit dans une
microplaque.

Afin de déterminer les Clgg et CLgg, des mesures de dénombrement

cellulaire (compteur de particules) et cytométriques sont respectivement
prises en triplicata (i.e. dans 3 des 5 puits T1, etc) pour chacune des
concentrations du produit chimique évalué. Cinq réplicats sont mesurés

pour le groupe témoin (i.e. dans 5 des 10 puits "C"). Pour chaque mesure
paramétrique (Clgg et CLgg), une courbe dose-réponse est obtenue. Les

CLgg et Clgg sont ensuite intrapolées par régression linéaire.

2.6.1- Principe du test d'inhibition

L'inhibition de croissance est mesurée par dénombrement cellulaire a
l'aide du compteur de particules. La variable retenue pour I'évaluation de
la Clgg est le niveau de croissance obtenu suite & une exposition de 4 jours
en comparant la biomasse algale des groupes exposés avec celle du
groupe téemoin.

2.6.2- Principe du test de iétalité

La létalité est quantifiée a l'aide du cytométre en flux. La figure 8
illustre les étapes du protocole. Pour chaque produit testé, les tests en
microplaque sont faits en duplicata. Suite a l'incubation de 4 jours, les
algues d'une des microplaques ne seront pas traitées au FDA. Les algues
de l'autre microplaque seront traitées au FDA avant les lectures
cytométriques. L'intensité de la fluorescence a 530 nm émise par les algues
avant et aprés l'ajout de FDA permettra de vérifier la présence d'activité
estérasique (voir section 2.5).

Avant d'effectuer les lectures, le produit testé devra étre retiré des
microplagues. Le contenu de chacun des puits est alors transféré a l'aide
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d'une pipette multipointe dans une microplaque a filtration: le fond de
chacun des puits de la microplaque est constitué d'un filtre de 0,45 um. A
l'aide d'une pompe a vide, le milieu dans lequel baigne les algues est retiré
par aspiration. Les algues retenues par les filtres sont ensuite
resuspendues dans 180 uL de milieu AAP 1X.

L'étape de filtration permet d'éliminer la compétition possible entre le
produit et le FDA pour les sites actifs estérasiques (cas des produits
hydrolysés par les estérases). La possibilité d'une chélation du FDA par le
produit testé pouvant causer une diminution de la disponibilité du FDA est
aussi évitée. La compétition dans le transport membranaire entre le FDA et
d'autres substances organiques est également éliminée et le cytometre
n'‘est pas contaminé par les produits (Dive et al., 1987).

Afin de vérifier la viabilité, le traitement des algues contenues dans
les puits de chacune des microplaques se poursuit tel qu'indiqué a la figure
8. L'obtention d'une concentration finale de 5 uM de FDA se fait par I'ajout
d'un volume de 20 uL d'une solution de travail de FDA a 50 uM (0,5 %
acétone), dans les puits d'une des microplaques contenant la suspension
algale baignant dans 180 puL AAP 1X. La concentration finale d'acétone
étant de 0.05 %, un volume de 20 uL d'une solution de 0.5 % d'acétone
sera ajouté dans l'autre microplaque. Ceci permet de s'assurer qu'aucun
effet toxique n'est attribuable a I'acétone.

A de fortes concentrations toxiques, la densité algale étant faible, le
temps des lectures cytométriques se situe en moyenne a 90 s par puits. Le
temps de lecture d'une microplaque peut donc prendre plus de 45 min.
Etant donné que le temps optimum d'incubation des algues avec le FDA a
été établie a 30 min, cette situation signifie que la lecture des derniers puits
se fait au dela de 30 min. Il en résulte une augmentation de l'intensité de
fluorescence verte pour ceux-ci (voir fa cinétique estérasique du FDA 5 uM
dans le chapitre 3: Résultats et Discussion). Puisqu'on effectue les lectures
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cytométriques en triplicata pour chaque concentration de produit, le temps
moyen de lecture pour les fortes concentrations demande environ 4 min.
Dans le but de respecter le temps d'incubation de 30 min pour tous les
puits, les réactifs (FDA, acétone) sont ajoutés dans les puits par intervalle
de 5 min pour chaque concentration de produit testé. Ceci permet
d'effectuer les lectures au cytometre en respectant le temps prévu
d'incubation.

Le volume minimal requis pour les lectures au cytomeétre est de 100
pL (Métezeau et Delamare, 1988). Puisqu'aux fortes concentrations
toxiques la densité cellulaire est faible, un volume minimal de 200 uL est
nécessaire afin d'effectuer les lectures sur 2 000 cellules. Afin d'obtenir
cette densité, le contenu des puits (200 ulL) est transféré dans un tube
contenant 100 uL de milieu isotonique et 10 ul. de FDA 50 uM. De cetie
facgon, la lecture cytométrique de chaque tube s'effectue sur 2000 cellules.

La létalité est estimée par la mesure de la fluorescence verte (530
nm) liée a I'activité estérasique et de l'autofluorescence rouge (650 nm)
emise par la chlorophylle. Pour chacune des concentrations du produit le
pourcentage de mortalité est établi par fenétrage des populations viables et
non viables. Le pourcentage de mortalité obtenu pour les différentes
concentrations est ajusté en tenant compte du pourcentage de mortalité
obtenu chez le témoin, celui-ci étant égal a 100 % de viabilité.

2.7- Produits retenus pour les tests

La validation du test de 1étalité a été effectuée avec deux toxiques de
référence soit le sulfate de cuivre et le chlorure de mercure. Des courbes

dose-réponse du pourcentage de mortalité en fonction de la concentration
cellulaire ont été obtenues (voir chapitre 3). Nous avons estimé les ClLgq et

Clgg par prédiction inverse (voir section analyse statistique des résultats).
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Les tests de létalité ont ensuite été entrepris sur quelques classes de
- pesticides (voir tableau ). Comme mentionné, nous avons sélectionné les
pesticides parmi les plus utilisés en agriculture au Québec (SAGE, 1988).
Ces herbicides sont appelés a faire également parti d'une réévaluation
écotoxicologique.

La liste des autres produits utilisés pour les expériences est
présentée au tableau Il

2.8- Analyse statistique des résultats

Les analyses statistiques ont été réalisées pour les mesures
paramétriques suivantes: l'activité estérasique et l'autofluorescence.
L'estimation des Clgg et CLgo est obtenue par régressions linéaires
inverses. Des tests statistiques sont effectués afin d'évaluer la significativité
des pourcentages de mortalité entre les différentes concentrations du
produit (test de Tukéy, p < 0.05). Des tests sont également realisés afin
d'estimer les concentrations qui donneront un pourcentage de mortalité
significativement différent du témoin (test de Dunnett, p < 0.05). Les tests
statistiques sont effectués a I'aide du logiciel Statgraphics a I'exception du
test de Dunnett ou un logiciel de I'Environmental Protection Agency (EPA,
1988) a été utilisé. '

2.8.1- Evaluation de I'activité estérasique des fluorochromes
Puisque les cinétiques enzymatiques démontraient des courbes de
forme parabolique, les valeurs de fluorescence obtenues ont été

transformées par 'équation quadratique de la régression :

Yi= a + b1xj + box; 2
(Zar, 1984)




TABLEAU |

Liste des toxiques utilisés pour les tests de létalité et
d'inhibition de croissance.

Produits Sources NO. Catalogue
Sulfate de Cuivre Fisher C-495
Chlorure de Mercure | Matheson Coleman CB509
et Bell
Atrazine (99 %) Riedel-de Haén 35702
Cyanazine (98 %) Riedel-de Haén 35679
2,4-D (98%) Dow Chemical 2RS86
- Canada
Diquat -dibromide (25%)| Imperial Chemical JF1855
: Industries

Métolachlore (95 %) Ciba-Geigy CF3544




TABLEAU I

Liste du matériel et des produits utilisés pour I'expérimentation

Produits ou Matériel

Description ou
utilisation

Compagnies

FDA

C-FDA

Acétone

HEMATALL
Microplaque a
filtration

Filtre 0.45 uM

Tube 12 X 75 mm

Diacétate de
fluorescéine

Carboxy-Diacétate
de fluorescéine

Solvant

Liquide isotonique

Modéle Multiscreen

Filtration milieu
AAP

Tubes utilisés pour
les lectures
cytométriques

Molecular Probe
F-1303

Molecular Probe
C-369

Fisher
Pesticide Quality
A40B-4

Fisher
CS606-20

Millipore
MADVNGB550

MSI
E04TF04700

‘Falcon
A-2052-2
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Une analyse de covariance a été effectuée sur les pentes des droites
de régression des cinétiques estérasiques afin de vérifier l'existence d'une
différence significative pour au moins une d'entre elle. Le test est calculé
de la fagon suivante:

Ou:
SS¢: erreur résiduelle de la régression commune
SSp: erreur résiduelle de la régression combinee ("pooled”)
k: le nombre de régressions
DFp: les degrés de liberté de la régression combinée (“pooled”)

Suite a l'analyse de covariance, une analyse de comparaison
multiple a été faite afin de connaitre quelles droites de régression étaient
différentes entre elles. L'équation employée pour le test statistique est:

q= bp- b
SE
ouSE=(s%yx)p-
sz

2.8.2- Estimation de l'activité estérasique

Des tests de Student (test unilatéral ou p (nj1 > ujz) < 0.05) ou de
Student modifié lors d'une inégalité des variances (test unilatéral, p (ij1 >
ujg) < 0.0005) sont réalisés sur la fluorescence verte pour chacune des
concentrations de produits testés. Ces tests sont faits avant (uj1) et aprés
incubation au FDA (uj2). L'obtention d'une augmentation significative de
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fluorescence verte aprés incubation au FDA certifie la présence de ['activité
estérasique. L'évaluation de l'activité estérasique se fait en comparant les
résultats de la fluorescence verte obtenue pour les cellules situées dans la
fenétre 1 (cellules non viables) et ceux obtenus dans la fenétre 2 (cellules
viables).

2.8.3- Evaluation de l'autofluorescence

Des tests de Dunnett (comparaison muitiple entre le groupe témoin et
les différentes concentrations de produits, p < 0.05) sur l'autofluorescence
rouge liée a la chlorophylle ont permis d'évaluer l'atteinte du systéme
photosynthétique des groupes tests par rapport au groupe témoin. Une
diminution significative de fluorescence rouge chez les groupes tests
indiquera une atteinte au niveau du systéme photosynthétique. Des tests
de Tukey (p < 0.05) ont été également réalisés pour estimer les différences
de l'autofluorescence chlorophyllienne entre les différents groupes.

Une atteinte au niveau du systéme photosynthétique pourra faire
augmenter l'autofluorescence verte (Berglund et al., 1987). L'observation
d'une diminution significative de fluorescence rouge (chlorophylle) est
suivie, en général, d'une augmentation de l'autofluorescence dans le vert.
Des tests de comparaison multiple (Tukey, Dunnett) ont permis d'évaluer
lautofluorescence verte entre chacun des groupes incluant le témoin.

Ces tests nous signalent la présence ou I'absence d'une atteinte au
niveau du photosystéme pour chacune des concentrations des produits
testés.
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2.8.4- Estimation des Clgg et ClLgg
L'estimation des Clgg et CLgg est obtenue par régression lineaire

simple effectuée sur les points se retrouvant dans la partie linéaire de la
courbe. La régression est de type Y =a + bX, ou:

Y= pourcentage de mortalité obtenu pour chacune des
concentrations du produit testé

a= ordonnée a l'origine

b= la pente de la droite de régression

X = concentration du produit

La pente de la droite de régression exprime la puissance de l'atteinte
toxique.

L'évaluation des Clgg et CLgg se fait par prédiction inverse selon
I'équation suivante:

Xi=Yj-a
b

Y; =50 (%) de mortalité ou d'inhibition
(Zar, 1984)

Les intervalles de confiance pour la prédiction inverse sont calculées
selon l'équation suivante:

X+Db(Yi-Y) + t' sp2[(Yi-Y)2 + Kf1 + 1
K K ¥x2 n
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ol: K=b2-1t2s2
Tx2 = ¥(x - x)2
(Zar, 1984)

Un test de signification de pente est réalisé afin de vérifier si les
variations de la variable Y (% de mortalité) sont expliquées par le modéle
de régression impliquant la variable X (concentration du produit) (Sherrer,
1984).

Un test de signification de R2 (analyse de variance) est également
effectué afin de vérifier la part de variation due a d'autres facteurs non
étudiés dans le modele de régression comme la variance résiduelle ou la
variance due aux erreurs. C'est un test unilatéral ou Hg (le modéle de la

régression n'explique pas la variation de Y, les variables X et Y étant
indépendantes) est rejetée si F¢ (F calculé) est supérieure ou égale a Fg o5

(F< de la table), sinon elle est acceptée (Sherrer, 1984).



CHAPITRE 3

”

3.0- RESULTATS ET DISCUSSION

3.1- Quelques rappels sur la cinétique enzymatique du FDA et du C-FDA.

L'augmentation dans le temps de la fluorescence intracellulaire, due a
la conversion enzymatique du substrat non fluorescent (molécules de FDA
ou de C-FDA) en un produit fluorescent (la fluorescéine), améne des
fluctuations dans lintensité de fluorescence (Martin et Swartzendruber,
1980). Une augmentation du coefficient de variation est alors observée
dans la distribution de I'amplitude des signaux de fiuorescence émis par les
cellules. Cette situation entraine une certaine confusion dans l'interprétation
des résultats. Afin d'obtenir une réponse minimisant ces fluctuations, il est
d'abord apparu important d'effectuer des cinétiques enzymatiques sur les
fluorochromes. Les cinétiques enzymatiques ont permis de connaitre le
temps optimal d'incubation du fluorochrome et d'en choisir une
concentration appropriée. Le temps d'incubation optimal a été défini
comme étant celui requis pour que les lectures cytométriques de
fluorescence soient réalisées lors de la phase linéaire de la réaction
enzymatique. Les cinétiques enzymatiques ont donc été estimées a
différentes concentrations de FDA (1 uM, 5 uM, 10 uM, 24 uM) et a une
concentration de C-FDA de 17,73 uM. Les lectures cytométriques ont par la
suite été faites de fagon séquentielle dans le temps.
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Afin de s'assurer de la répétabilité des résultats, deux cinétiques
estérasiques ont été effectuées a des jours différents. Les concentrations
cellulaires utilisées pour les deux expériences de cinétique étaient de 1.3 x
106 cellules/ml et de 1.5 x 106 cellules/ml, respectivement. Les algues
provenaient de cultures en phase de croissance logarithmique. La
procédure suivie pour I'évaluation des cinétiques a été décrite a la section
2.3.2.

Afin d'estimer le temps requis pour que se realise chacune des
phases de la cinétique enzymatique (linéaire, plateau, décroissante), des
analyses de comparaison multiple (tests de Tukey, p < 0.05) aux différents
temps d'incubation ont été effectuées sur la fluorescence a 530 nm émise
par les cellules aux différentes concentrations. Ces analyses ont permis
d'estimer s'il y a lieu, les groupes apparentés. Les résultats des tests sont
présentés aux tableaux Al, All, Alll, AlV, AV et AVl de 'annexe. Les figures 9
et 10 illustrent les courbes de cinétique.

Signalons tout d'abord que les lectures cytométriques ont été prises
de fagon séquentielle aprés 5 min d'incubation. Dans le texte, nous
désignons donc a 5 min le temps spécifiant le début de la phase linéaire.

Les résultats des tests statistiques ont signalé des différences
significatives dans les temps d'obtention de chacune des phases entre les
deux expériences de cinétique enzymatique pour toutes les concentrations
de fluorochromes testés a I'exception de 1 uM de FDA.

Puisque les résultats des analyses statistiques ont révélé des
différences significatives, une analyse de comparaison multiple (Tukey, p <
0.05) fut effectuée sur les pentes des régressions (tableau lll et IV) afin de
vérifier s'il existe réellement des différences significatives entre elles. Celle-
ci a été réalisée suite aux transformations des données par I'équation
quadratique de la régression. La démarche suivie est expliquée a la section




‘uoleluswedxe aigiweld e} op sio] sdwal np
UOoIoUO} Ud 82uedsaIoN]} B] op enbiselgise anbiguld ep saquno) ‘6 JHNDI4

Wn LI vdd4-0 —o— NN ¥ Vad —¢— NN Ol Va4 -
NN 9 Vad —x— WNni vad —— ujowe) ——

(seinuiw) sdwaj

ol ozl 00} 08 09 ov 02 0
I | I | 1 | o
s\\.
& \ 3 B OON
, “\\\\am\\ | ooy
i - {009
- o08

000!}

(wu 0€g) esuedseson|d



, ‘uonejuswugdxe swsixnap e| ep $10| sdwe) np
uonouoy us sduBdSBION] B BP BNbISEIPISe Bnbilguid 8p S8QIN0D 0} JHNDIA

Wn LI vad4d-o I¢|

NN ¢ vAd —¢c

NN Ol vad -

ovi

AN S VA4 —— NnhL vad —— ujower .
(s9nuiw) sdwaj
ozl oot 08 09 o¥ o2 0

I I I | I | o
- 002
- 00V
- 009
- 008

000}

(wu 0gg) eouesseson|




TABLEAU i

Tests de comparaisons multiples effectués sur les pentes des
droites de régression des cinétiques estérasiques obtenues avec
le FDA et le C-FDA lors de la premiére expérimentation (fig. 8).

HYPOTHESES SE ac Ho =Ba= Bp
Bo = Bs 1.077 1.772 acceptée
B1 = B2 1.462 -0.847 acceptée
Bo = B4 1.245 5.284 refusée
B2 = B3 1.518 1.258 acceptée
B3 = B4 1.920 4.583 refusée
B1 = Bs 1.329 3.516 refusée
B2 = Bp 1.237 4.318 refusée
B2 = Bs 1.321 2.598 acceptée”

*

. erreur de type 2, un test de Student a donc été effectué sur les
pentes .

Sbi-b2 = 1.7498  t=1.962 1 =168 v=44 o = 0.05

Ho acceptée site > tt, donc puisque tc¢ < tt, Hg est refusée, Ba et Bs ne
sont pas égaux.

Bo: témoin B1: FDA 1 uM B2: FDA 5 uM
B3: FDA 10 uM B4: FDA 24 uM B5: C-FDA 17,73 uM

qQr =2772 v=132 k=2



TABLEAU IV

Tests de comparaisons multiples effectués sur les pentes des
droites de régression des cinétiques estérasiques obtenues avec
le FDA et le C-FDA lors de la deuxiéme expérimentation (fig. 9).

HYPOTHESES SE de Ho =Ba= Bp
Bo = Bs 1.362 3.941 refusée
B1 = B2 1.441 0.423 acceptée
Bo = B1 1.238 5.996 refusée
B2 = B3 1.405 0.606 acceptée
B3 = B4 1.912 6.604 refusée
B1 = Bs 1.379 1.687 acceptée

B0: témoin B1: FDA1 uM B2: FDA 5 uM

B3: FDA 10 uM B4: FDA 24 uM B5: C-FDA 17,73 uM

qr =2772 v=132 k=2
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2.8.1. Les résultats de l'analyse de covariance permettant d'effectuer les
comparaisons multiples sont présentés aux tableaux AVIl et AVIII de
l'annexe 1.

Les résultats des analyses statistiques effectuées sur la fluorescence
verte indiquent aucune différence significative entre 1 uM, 5 uM, et 10 uM
de FDA (tous différents du témoin) pour les deux expérimentations. Par
contre, il n'y a pas de différence significative entre le témoin et 17,73 uM de
C-FDA lors de la premiére expérience, signifiant qu'il n'y aurait pas eu de
transformation du C-FDA par les estérases. Cependant, les analyses
effectuées pour la deuxiéme expérience indiquent une différence
significative entre la fluorescence verte naturelle du témoin
(autofluorescence) et celle du groupe soumis au C-FDA.

Lors de la premiére expérience (figure 9), le témoin & 1% d'acétone
(pourcentage final d'acétone a cette concentration de C-FDA) présente une
augmentation significative (test de Tukey, p < 0.05) de 'autofluorescence a
530 nm (spectre vert) dans le temps (tableau V). Cette élévation de
l'autofluorescence verte pourrait étre due a une toxicité provoquée par
I'acétone au niveau du systéme chlorophyllien. Puisque la fluorescence
verte émise par le C-FDA est faible, l'augmentation de l'autofluorescence
verte du témoin contribue a ce qu'aucune difféerence significative de
fluorescence ne soit décelée entre le témoin et le C-FDA lors de la premiére
expérience.

Un test de Student (p < 0.05) a également été fait sur les pentes des
deux cinétiques du C-FDA dans le but de vérifier leur similarité. Les
résultats présentés au tableau VI indiquent une différence significative entre
les deux distributions. L'intensité de fluorescence a 530 nm (spectre vert)
est significativement plus élevée lors de la deuxiéeme expérience.




TABLEAU V

Test de Tukey (p < 0.05) effectué sur l'autofluorescence verte
(530 nm) chez le témoin a 1 % d'acétone. Les groupes possédant
la méme lettre ne sont pas significativement différents entre
eux.

TEMPS n X URF* 530 nm  Tukey
5 3 243.00 a
10 3 255.00 a
30 3 291.33 b
45 3 300.00 b
60 3 323.67 c
90 3 351.67 d
120 3 364.33 d

*. les résultats ont été analysés avec le logiciel FACScan



TABLEAU VI

Test de Student (p < 0.05) effectué sur les pentes des régressions
des cinétiques estérasiques évaluées pour le C-FDA & 17,73 uM

tc=B1_-B2 =13.8445 - 12,4276 = 0.8008
Sb1 - b2 1.7693

Sbt-b2= (8%~ )p + (S2y+ )p =
(T x2)4 (2 x2)2

Sp1-b2 = 138 754.07 + 138 754.07 = 1.7693
88 650 88 650

V=44 tt = 1.680 tc > tt

Les deux pentes ne sont pas égales

N.B.: les données permettant d'effectuer le test de Student
sont présentées au tableau AV a l'annexe 1.
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Selon des travaux effectués par McGinnes et al. (1985) sur des
cellules immunologiques ("Natural Killer") de mammiféeres, I'hydrolyse du C-
FDA se produit plus lentement que celle du FDA. De plus, le poids
moléculaire plus élevé du C-FDA (529 g) par rapport au FDA (416,4 g)
pourrait retarder sa pénétration a travers la paroi et la membrane cellulaire
de l'algue. Certaines expérimentations effectuées avec le C-FDA semblent
démontrer également que I'hydrolyse du C-FDA, chez S. capricornutum, est
plus lente. Les histogrammes a la figure 11, illustrant la fluorescence verte
(530 nm) obtenue aprés une incubation de 30 min des algues en présence
de 1 uM de FDA et 17,73 uM de C-FDA, démontrent une courbe bimodale
pour la fluorescence liée au C-FDA et une courbe unimodale pour celle du
FDA. Ces résultats suggeérent, aprés 30 min d'incubation au C-FDA, qu'une
partie seulement de la population a incorporé et hydrolysé le C-FDA. La
possiblité d'augmenter sa concentration est exclue puisque la pourcentage
d'acétone en serait également augmenté. Suite aux résultats obtenus avec
le C-FDA, il a été décidé de ne pas utiliser ce fluorochrome comme
marqueur de viabilité chez l'algue S. capricornutum .

Les résultats des cinétiques a 24 uM de FDA signalent une phase
linéaire située entre 0 et 10 min lors des deux expériences. La phase
stationnaire est obtenue entre 10 et 90 min lors de la premiére expérience
(figure 9) et entre 10 et 60 min lors de la deuxieme expérience (figure 10).
L'acquisition des données cytométriques pour une microplaque (35
lectures) peut prendre jusqu'a 60 min. L'utilisation de cette concentration
pour nos expérimentations n'a donc pu étre considérée puisqu'au-dela de
10 min, la cinétique estérasique étant en phase stationnaire. De plus, la
concentration finale d'acétone retrouvée dans les puits suite a 'ajout du
FDA 24 uM est de 1% d'acétone. A cette concentration, une toxicité a été
détectée lors de la premiére expérimentation. Il était donc préférable de ne
pas utiliser cette concentration de FDA étant donné le potentiel toxique de la
concentration de solvant utilisé. Par contre, des tests de Tukey (p < 0,05)
effectués avec des concentrations finales d'acétone a 0.05% (FDA 5 uM) et
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NOMBRE de CELLULES

50

FLUORESCENCE a 530 nm

FIGURE 11. Histogramme des courbes de fluorescence a 530 nm obtenues iors
des incubations au FDA et C-FDA.
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a 0.01% (FDA 1 uM) n'ont présenté aucune élévation significative dans le
temps pour l'autofluorescence a 530 nm chez le témoin (tableau VIl).

Les solutions de travail de FDA utilisées, afin d'obtenir des
concentrations finales de 10 uM et de 5 uM, sont de 100 uM et de 50 puM,
respectivement. A ces concentrations, le pourcentage d'acétone contenu
dans la solution de 100 uM est de 1% et de 0.5% pour 50 uM de FDA. A ces
pourcentages d'acétone, le FDA se dissout plus difficilement, surtout pour la
solution de 100 uM. Etant donné la difficulté de dissoudre le FDA a ces
concentrations, elles n'ont pas été retenues pour la poursuite de nos
travaux. A la lumiére de nos résultats, la solution de 1 pM de FDA
(concentration finale) a donc été sélectionnée comme marqueur potentiel
de viabilite.

Des études ont ensuite été menées afin d'évaluer le temps nécessaire
a l'obtention de lectures cytométriques optimales. Comme mentionné
précédemment, les lectures devraient étre prises dans la partie linéaire de
la cinétique enzymatique. A une concentration finale de 1 uM de FDA, la
phase linéaire se situe entre 5 et 45 min et le temps d'incubation devrait
donc se situer a l'intérieur de cet intervalle de temps. Ce dernier devrait
egalement étre fonction du temps ou une bonne démarcation de la
fluorescence verte-entre les algues témoin sans FDA et celles incubées
avec le FDA est obtenue. Selon nos résultats, une démarcation optimale
aprés 30 min d'incubation est observée, ainsi que lillustre la figure 12. De
plus, a ce temps, la cinétique enzymatique se retrouve dans la partie
linéaire de la courbe et loin de la phase de plateau observée a 45 min.
Pour conclure, nous avions donc choisi d'utiliser, 8 ce moment-ci de nos
travaux le FDA a une concentration de 1 uM et les lectures cytométriques
furent effectuées aprés 30 min d'incubation.

En guise de tests préliminaires de létalité des essais de toxicité de
96 h en microplaque ont été entrepris a l'aide des deux toxiques de



TABLEAU Vil

Tests de Tukey (p < 0.05) effectués sur l'autofluorescence verte
(530 nm) chez des temoins exposés a 0,05 % et 0,01 % d'acétone.
Les groupes possédant la méme lettre ne sont pas significati-
vement différents entre eux.

GROUPES TEMPS n x URF* Tukey

0.01 % * 0 min. 4 102.75 a
5 min. 4 101.00 a
30 min. E 102.00 a
70 min. 4 103.00 a
90 min. 4 104.00 a

0.05 % 0 min. 3 412.67 a
15 min. 3 424.67 a
60 min. 3 427.33 a
120 min. 3 426.33 a

* .,

les données ont été analysées a partir du logiciel LYSYS



NOMBRE de CELLULES

FLUORESCENCE 530 nm

1: population cellulaire non exposée au FDA

2: population cellulaire exposée au FDA

FIGURE 12. Histogramme de la fluorescence a 530 nm émise
aprés une incubation de 30 min avec 1 uM de FDA
chez l'algue Selenastrum capricornutum.
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référence: le sulfate de cuivre et le chlorure de mercure. Le tableau VIl
présente le pourcentage de mortalité pour chacune des concentrations de
Cu2+. La CLsg estimée par régression inverse (voir Matériel et Méthodes,
section 2.8.4) est de 0.038 mg/L (I.C. 95%, 0.032 mg/L - 0.040 mg/L).

Afin de vérifier la répétabilité, un deuxiéme essai a été entrepris.
Celui-ci n'a pas donné les résultats -attendus. Les résultats présentaient
une faible augmentation de fluorescence verte aprés l'incubation au FDA 1
uM. Le tableau IX résume les résultats obtenus lors de la premiére et de la
deuxiéme expérimentation. Ce méme essai a été repris avec le chlorure de
mercure. L'hydrolyse du FDA présentait une seconde fois une réaction
plus lente (tableau IX). Il se peut qu'a cette concentration, le Km de la
réaction enzymatique ne soit pas atteint. Ceci expliquerait une faible
hydrolyse du FDA.

Suite a ces difficultés, les expériences préliminaires sur les toxiques
de référence ont été reprises a une concentration finale de 5 uM de FDA.
Afin de remédier au probléme de dissolution du FDA mentionné
auparavant, cette solution fut placée dans un bain a ultra son ( Bransonic,
Branson 8200) pendant 10 min. La nouvelle CLgg estimée pour le sulfate
de cuivre fut identique a celle obtenue lors des expérimentations a 1 uM de
FDA: 0.042 mg/L (I.C. 95%, 0.030 mg/L - 0.046 mg/L). Les résultats,
tableaux et discussion des tests préliminaires avec les toxiqués de
référence sont présentés a la section 3.3 (Résultats et Discussion). Les
essais entrepris & 5 uM de FDA ont été concluants. lis ont démontré que le
temps d'incubation optimal (situé dans la phase linéaire de la courbe de
cinétique) offrant une bonne démarcation de la fluorescence verte par
rapport au témoin sans FDA est également situé a 30 min (voir figure 13).
La viabilité cellulaire fut donc estimée par la suite & I'aide de 5 uM de FDA.




TABLEAU Vi

Pourcentages de mortalité obtenus pour chaque concentration de

cuivre testée. L'activité estérasique a été évaluée avec 1 uM de
FDA.

[ Cu2+] % mortalité (x de 2)
mg/mL

0.025 0.945

0.030 7.76

0.035 31.48

0.040 66.42

0.045 88.37

0.050 94 .87

Yol i linéair

Ordonnée a l'origine = -127.246

Pente = 4.6262

Coefficient de corrélation = 97.80 %

Clsg = 0.038 mg/mL

Intervalle de confiance (95 %) = 0.032 mg/mL - 0.040 mg/mL




TABLEAU IX

Analyse de Tukey (p < 0.05) effectuée sur la fluorescence a 530
nm du FDA 1 uM en fonction du temps d'incubation pour les
témoins des expériences avec le sulfate de cuivre et le chlorure
de mercure. Pour chacune des expériences, les groupes avec la
méme lettre ne sont pas significativement différents entre eux.

EXPERIENCES TEMPS n x URF* 530 nm  Tukey
Cu2+ 1iére exp.
sans FDA 0 2 54 .21 a
avec FDA 20 2 111.46 b
45 2 108.59 b
Cu?2+ 2iéme exp.
sans FDA 0 3 56.52 a
avec FDA 20 3 60.71 b
30 3 61.17 b
45 3 62.92 b
Hg2+ 1{iéere exp.
sans FDA 0 2 51.53 a
avec FDA 20 3 64.77 b
40 3 69.83 c

*. les résultats ont été analysés avec le logiciel LYSYS
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NOMBRE de CELLULES
3

FLUORESCENCE a 530 nm (FDA)

1: population cellulaire non exposée au FDA

2: population cellulaire exposée au FDA

FIGURE 13. Histogramme de la fluorescence a 530 nm émise
aprés une incubation de 30 min avec 5 uM de FDA
chez l'algue Selenastrum capricornutum.
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3.2- Validation du test de létalité algal

Le pourcentage de cellules viables et mortes est évalué par fenétrage
des deux populations visualisées a l'aide d'un cytogramme. La figure 4
(Matériel et Méthodes) illustre bien la démarcation des cytogrammes des
deux populations. Afin de confirmer la fiabilité du fenétrage a délimiter les
cellules viables et non viables, des tests de vérification de la mortalité algale
ont été effectués. Nous rappelons que la viabilité cellulaire est définie selon
deux parametres, soit par l'activité enzymatique des estérases mise en
évidence par le FDA et par l'autofluorescence de la chiorophylle. Une
cellule viable et saine émettra une fluorescence élevée & 530 nm (FDA) et &
650 nm (chlorophylle). La section 2.5 (Matériels et méthodes) décrit la
méthodologie et les informations nécessaires a la bonne compréhension
des sections qui suivent. '

3.2.1- Mise en évidence de la mortalité cellulaire par des tests en milieu
liquide.

La vérification de 'adéquation du fenétrage des populations viables et
non viables a été effectuée en examinant le cytogramme obtenu a partir
d'une population de cellules tuées aux micro-ondes. Le repiquage de ces
populations dans un milieu AAP 1X liquide ou gélosé a permis de vérifier la
viabilité apres une période d'incubation de 4 jours et de 12 jours,
respectivement.

3.2.1.1- Tests préliminaires sur la mortalité aprés traitement des algues
aux micro-ondes. '

Afin de déterminer le temps nécessaire pour tuer les cellules par
micro-ondes, les populations algales ont été exposées aux micro-ondes a
des temps différents de 15, 30 et 60 s.

Dans le but de comparer lintensité de fluorescence verte, suite a
l'incubation au FDA, des cellules traitées et des cellules témoin, un test de
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Tukey a été effectué (tableau X). Les résultats indiquent que les cellules
exposées aux micro-ondes pendant 15 s fluorescent aussi intensément
dans le spectre vert que les cellules témoin. Cependant, l'intensité de
fluorescence verte chez les cellules traitées aux micro-ondes durant 30 et
60 s est significativement plus faible que les cellules témoin et ces deux
groupes (30 s et 60 s) ne présentent pas de différence significative entre
eux.

Pour vérifier la présence d'activité estérasique chez tous les groupes,
des lectures cytométriques ont été prises avant et aprés incubation au FDA.
L'augmentation significative de fluorescence, telle que déterminée par des
tests de Mann-Withney aprés incubation des cellules avec le FDA, viendra
confirmer la présence de l'activité enzymatique. Un test non paramétrique
fut sélectionné a cause d'une inégalité des variances entre les groupes.

Les résultats des tests présentés au tableau Xl indiquent une
augmentation significative de fluorescence verte suite a l'incubation au FDA
pour le groupe témoin et les groupes traités aux micro-ondes durant 15 et
30 s. Ces résultats témoignent de la présence d'activité estérasique pour
ces groupes. Par contre, les cellules traitées pendant 60 s ne possédent
plus d'activité enzymatique, car aucune différence significative de
fluorescence verte aprés incubation au FDA n'est observée. Par contre, ce
dernier-groupe présente une autofluorescence verte plus élevée que les
autres groupes. Les résultats des fluorescences obtenus pour chacun des
groupes sont présentés au tableau AlX de l'annexe.

Berglund et al. (1987), mentionnent qu'une atteinte sévére au niveau
du systéme chlorophyllien engendre une augmentation de
l'autofluorescence verte a 530 nm dans le temps. Cette situation peut
entrainer une mauvaise interprétation des résultats puisqu'il y a interférence
entre la fluorescence verte liée au FDA et celle émise par le systeme
chiorophyllien endommagé.




TABLEAU X

Evaluation de la fluorescence & 530 nm aprés incubation au FDA
pour la population témoin et les groupes traités aux micro-ondes.
Les groupes possedant les mémes lettres ne sont pas
significativement différents entre eux (Tukey, p < 0,05)

GROUPES n x URF* 530 nm

TEMOIN 3 109.45 (a)
MICRO-ONDES 15 S 3 110.23 (a)
MICRO-ONDES 30 S 3 103.33 (b)
MICRO-ONDES 60 S 3 103.56 (b)

*: les résultats ont été analysés avec le logiciel LYSYS




TABLEAU XI

Tests de Mann-Withney (p < 0.05) pour I'évaluation de la
fluorescence a 530 nm chez les groupes témoin et traités aux
micro-ondes avant et aprés incubation au FDA.

GROUPES n Mann-Withney
Ho: URF sans FDA =
URF avec FDA
TEMOIN 3 rejetée
MICRO-ONDES 15 S 3 rejetée
MICRO-ONDES 30 S 3 rejetée
MICRO-ONDES 60 S 3 acceptée

Hy: URF sans FDA < URF avec FDA
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Dans le but de vérifier s'il y a atteinte du systéme chlorophyllien lors
d'un traitement de 60 s aux micro-ondes, un test de comparaisons multiples
(Tukey) a été effectué sur l'autofluorescence rouge (650 nm) émise par les
populations des témoins et les groupes traités. Le méme test a été effectué
sur l'autofluorescence verte. Une baisse significative de 'autofluorescence
rouge (650 nm) émise par la chlorophylle observée en méme temps qu'une
augmentation de [l'autofluorescence verte (530 nm) émise par la
chlorophylle endommagée signifiera qu'il y a un bris au niveau du systéeme
chlorophyllien. Les tests statistiques sont présentés au tableau XII.

Les résultats des tests démontrent qu'une baisse significative
d'autofluorescence rouge est suivie dans ce cas d'une augmentation de
l'autofluorescence verte pour le groupe traité pendant 60 s. [l semble qu'il y
a présence d'un bris dans le photosystéme chlorophyllien. Ceci pourrait
expliquer, malgré 'absence de différence significative de la fluorescence
verte entre les groupes traités 30 et 60 s aux micro-ondes (voir tableau X), la
présence d'activité estérasique pour le groupe exposé 30 s. Dans ce cas,
I'élévation de fluorescence verte est certainement causée par
'endommagement du systéme chlorophyllien.

Cette expérimentation appuie l'importance d'effectuer les lectures
cytométriques avant et aprés lincubation au FDA. Cette procédure
permettra d'éviter de conclure faussement qu'une population cellulaire est
viable alors gu'elle ne posséde en réalité plus d'activité estérasique. Un
bris dans le systeme chlorophyllien peut faire augmenter l'autofluorescence
verte et, par ce fait, compliquer l'interprétation des résultats de la
fluorescence verte émise par la fluorescéine.

Suite aux différents traitements, un volume de 100 pulL a été prélevé en
duplicata pour chacun des groupes et ensemencé sur des géloses AAP 1X.
Celles-ci ont été incubées pendant 12 jours a 24°C, sous luminosité
continue. Aprés ce temps, un tapis d'algues était observé chez les géloses




uBOS OV |010160] 8| d8AE S9sAjeue 919 JUO sjejnsel so| :,

q 09°GG1 q £€9°¢0} S 09 SIANO-OHOIN
e YL v8l e 006 S 0€ SIANO-OHOIN
B L9 v81L E 6€°96 S §1 SIANO-OHOINW
e €0'v81 e 18°G6 NIOW31
Aenl  wu 0S9 ,ddHN X Aeynl  wu 0gS .4HN X S3dNOHO

€=1U'G0Q0>d‘Aeyn| 8p s8] "xns
dJjus sjuaigyip luswaAieoliubls sed Juos au aJll8| awew e d99Ae sadnoib se (sjAydosojyd
‘ebnos e8J108ds) wu 0G9 B 18 (MoA aJ10ads) WU QS B @OUBDSaION|j0INE,| Bp uolen|ead

X nvaigavi




72

témoin, ainsi que chez les groupes traités 15 ou 30 s aux micro-ondes. Par
contre, I'absence de croissance observée chez le groupe traité pendant 60 s
confirmait la mortalité de la population.

En observant les cytogrammes a la figure 14, on remarque que la
population des cellules mortes du groupe traité aux micro-ondes 60 s se
retrouve dans la méme fenétre que celle des cellules viables du témoin. Ce
patron cellulaire provient des populations qui n'ont pas été exposées au
FDA. Méme si une diminution significative de fluorescence rouge
(chlorophylle) pour ce groupe est observée, la population ne se démarque
pas de fagon évidente de la population des cellules viables lorsque celle-ci
n'est pas incubée en présence de FDA. II est possible que la dégradation
de la chlorophylle ne soit pas immédiate, ce qui expliquerait la présence de
la population de cellules mortes dans la méme fenétre que la population
des cellules viables. Par contre, suite a l'incubation au FDA, une élévation
significative de la fluorescence verte du témoin est obtenue, signalant la
présence de l'activité estérasique, mais aucune augmentation significative
de fluorescence verte n'est observée chez le groupe expose 60 s aux micro-
ondes. Ces résultats sont illustrés a la figure 15. Puisque les tests de
létalité sont effectués aprés une période d'exposition de 96 h, nous avons
répété l'expérience en prenant des lectures au jour O et aprés 96 h. Le
protocole expérimental est décrit a la section 2.5 (Matériel et Méthodes).

Suite aux traitements (micro-ondes), des observations
microscopiques ont été faites sur les populations au jour 0. L'observation
microscopique des cellules témoin et des groupes traités démontrait une
morphologie semblable. Les algues du groupe exposé 60 s aux micro-
ondes semblaient cependant présenter une courbure en croissant de lune
moins prononcée que les algues des autres groupes. Il semble également
que les traitements n'aient pas lysé les cellules puisque les dénombrements
par hémacimétre des populations témoin et traitées étaient
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approximativement les mémes soit entre 2 x 106 cellules. mi-1 et 2,3 x 106
cellules/ml).

Afin de corroborer davantage les réponses cytométriques, les
différents groupes ont également été examinés a I'aide d'un microscope a
fluorescence (Leitz, Laborlux S, objectif 40X) avant et aprés incubation au
FDA. L'intensité de fluorescence verte suite & l'incubation était trés nette
chez les populations des témoins et les groupes traités 15 et 30 s aux micro-
ondes. La fluorescence liée a la chlorophylie y était trés évidente
également. Par contre, pour tous les groupes une certaine quantité de
débris fluoresgant trés nettement dans le vert a été observée. Le groupe
traite 60 s présentait plus de débris fluorescents que les autres groupes.
Ceci s'explique probablement par des molécules de fluorescéine libérées
des cellules mortes qui se sont adsorbées sur les débris cellulaires présents
dans le milieu. Les cellules provenant du groupe traité 60 s démontraient
une faible fluorescence chlorophyllienne et semblaient plus orangées. Par
contre, une légére autofluorescence dans le vert a été observé. Aucune
fluorescence liée au FDA n'a été confirmée par observation microscopique.
La fiabilité des donnés cytométriques a donc été certifiée par ces
observations microscopiques.

3.2.1.2- Tests en milieu liquide et solide suite a une exposition de 96 h.

Aprés l'observation microscopique de molécules de fluorescéine
adsorbées sur des débris, des lectures cytométriques ont été prises avant et
apres centrifugation. Celle-ci permettait d'éliminer la présence des débris
cellulaires pouvant causer des artéfacts. Elle fut effectuée a l'aide d'une
centrifugeuse (Eppendorf) a 7 000 G, pendant 60s. Le culot cellulaire a
été resuspendu dans 1 mL d'AAP 1X et mis sous glace afin d'arréter la
réaction enzymatique avant les lectures cytométriques. Pour cette
expérimentation, nous avons uniquement travaillé avec le groupe traité 60 s
aux micro-ondes caractérisé par des cellules mortes.
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Des tests de Mann-Withney ont permis d'évaluer la présence d'activité
enzymatique chez le témoin au jour 0 et au jour 4 avant et aprés la
centrifugation. Les tests statistiques sont présentés au tableau Xill et les
résultats des fluorescences sont présentés au tableau AX de l'annexe. Le
tableau AXI de 'annexe présente les résultats des lectures cytométriques
des fluorescences obtenues avant et aprés incubation au FDA. Les tests
statistiques confirment qu'il y a une augmentation significative de
fluorescence verte aprés incubation au FDA. Par contre, les tests effectués
sur le témoin aprés centrifugation indiquent une augmentation de
fluorescence verte liée au FDA. Ces résultats sont probablement dus a
'augmentation de fluorescéine a l'intérieur de la cellule, I'hydrolyse du FDA
ayant pu se poursuivre lors du laps de temps entre la centrifugation et les
lectures cytométriques.

Ainsi que démontré lors des tests préliminaires, la fluorescence verte
aprés incubation au FDA pour le groupe traité aux micro-ondes pendant 60
s est beaucoup plus faible que le témoin au jour O et au jour 4 (tableau XH1).
Cependant, lorsque les algues ne sont pas centrifugées, une augmentation
significative de fluorescence a 530 nm (spectre vert) est observée pour le
groupe exposé aux micro-ondes aprés incubation au FDA ce qui suppose
la présence d'activité estérasique (tableau XIV). Cette différence n'est plus
visible aprés la centrifugation. Prosperi et al. (1986), spécifient que
l'accumulation de fluorescéine a l'intérieur de la cellule est directement liée
a l'intégrité membranaire. Le traitement aux micro-ondes a probablement
causé une perte d'intégrité membranaire permettant un relargage rapide de
fluorescéine dans le milieu. Ceci pourrait expliquer la perte de
fluorescence verte aprés la centrifugation. Il est a supposer que
l'augmentation de fluorescence verte observée avant la centrifugation suite
a lincubation au FDA provient de ['adsorption de la fluorescéine sur les
débris du milieu. La viabilité cellulaire étant fonction de lintégrité
membranaire (Berglund et al., 1988; Dorsey et al., 1989), les cellules
subissant une telle perte d'intégrité ne sont plus considérées comme




TABLEAU Xiil

Evaluation de la fluorescence a 530 nm apreés incubation au FDA

pour le groupe témoin et le groupe traité aux micro-ondes 60 s au
jour O et au jour 4 (test de Mann-Withney, p < 0.05).

GROUPES x URF* 530 nm Mann-withney

Ho: égalité des
distributions

Témoin jour 0 137.927

Micro-ondes jour 0 99.7 rejetée
Témoin jour 4 137.413

Micro-ondes jour 4 98.22 rejetée

*: les résultats ont été analysés avec le logiciel FACScan
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viables. L'ensemencement de cette population et de la population témoin
sur gélose AAP 1X (incubation de 12 jours) et en milieu liquide (incubation
de 4 jours) a bien confirmé I'absence de viabilité cellulaire pour le groupe
traité. Pour le groupe témoin, un tapis algal était présent sur gélose et une
densité cellulaire de 1 X 106 cellule/mL a été dénombrée en milieu liquide.

Nous avons poursuivi l'incubation de la population traitée aux micro-
ondes pendant 60 s afin de vérifier dans quelle fenétre cette population se
situerait.

Comme nous l'avions supposé lors du test préliminaire, un
déplacement de la population du groupe traité (population non-viable) de la
fenétre 2 vers la fenétre 1 est observé. Le cytogramme est illustré a la figure
16. Ce déplacement confirme que la population de cellules non viables se
situera a lintérieur de la fenétre 1 aprés 96 h d'exposition. Ceci permet
donc d'identifier rapidement les deux populations sans ambiguité.

L'intensité relative de fluorescence liée a la chlorophylle (650 nm)
pour le groupe traité aux micro-ondes différe significativement de celle du
témoin (test de Mann-Withney) au jour 0 et au jour 4 (tableau XV). Au jour 0,
I'écart entre les moyennes des fluorescences pour la population témoin et la
population traitée est beaucoup moins importante que 'écart entre le témoin
au jour 0 et le groupe de cellules traitées au jour 4. Pour ce dernier, une
baisse trés significative d'autofluorescence a 650 nm est obtenue, alors que
I'on passe d'une moyenne de 106.89 unités relatives de fluorescence (URF)
au jour 0 a une moyenne de 14.54 URF au jour 4. Les histogrammes de la
figure 17 illustrent bien cette diminution de fluorescence a 650 nm de la
chlorophyile.

Les résuitats du tableau XV confirment la présence d'une
augmentation de la fluorescence a 650 nm de la chlorophylie pour le



9,.,13@R, , |4@R, , |G2R, , [BCR, , |64

P 1043 oo
a i R1 R2 -
fu . : .
- &
.~ 133 e
o 3 i
™ - [
el = x

- -“._; 1=l
«J - " :
@ 12 ;_ B
g o Ll
& . Faa
(8] - |
gl] =

1—
o 1@ 13 B
(o] i =i=1=]
B 1 =
] ) »
[ . -
’.GB 1 lll'l“l-i 1 llil!l[ll | llllllll ] T 11iT
iQ 1ot 12 1g 1o4

FLUORESCENCE a 650 nm (chlorophylle)

FIGURE 16. Cytogramme de la population traitée aux micro-
ondes aprés 96 h d'incubation dans le milieu nutritif
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TABLEAU XV

Evaluation de lintensité relative de fluorescence liée a la
chlorophylle (650 nm) par des tests de Mann-Withney (p< 0.05)
pour le témoin et le groupe traité aux micro-ondes durant 60 s au
jour O et au jour 4 (n= 3).

GROUPES x URF 650 nm Mann- Withney

Témoin jour 0 vs 115.78

témoin jour 4 182.07 rejetée
Témoin jour 0 vs 115.78

traité jour O 106.89 rejetée
Témoin jour 4 vs 182.07

traité jour 4 14.54 rejetée
Traité jour 0 vs 106.89

traité jour 4 14.54 rejetée
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témoin au jour 4. Ceci s'explique probablement par le fait que la
population au jour 4 se situait au début de la phase logarithmique de
croissance tandis que les algues du jour 0 provenait d'une croissance de 8
jours (phase stationnaire de croissance).

3.3- Evaluation de la CLsg du sulfate de cuivre et du chlorure de mercure
par cytométrie en flux.

La validation de la méthodologie développée pour I'estimation des
CLsg par cytométrie a été accomplie a l'aide des toxiques de référence (le
sulfate de cuivre et le chlorure de mercure). Afin de s'assurer de la qualité
des tests, des tests standards algaux en microplaque estimant la Clsg ont
été également effectués dans le but de comparer nos valeurs avec celles de
la littérature.

Des solutions de travail de 0.055 mg/L et de 0.070 mg/L pour le Cu2+
et le Hg2+, respectivement, ont été préparees pour l'expérimentation sur
l'inhibition de croissance. Puisque la majorité des métaux s'adsorbent sur
le verre (Goudey, 1987), la concentration de Cu2+ a été déterminée par
absorption atomique 24 h aprés la préparation de la solution. Suite a une
période d'exposition de 96 h des algues en présence des toxiques, la
densité cellulaire a été déterminée a l'aide d'un compteur électronique de
particules (Coulter Counter, modéle ZM) pour chacune des concentrations
des toxiques. Les figures 18 et 19 illustrent les courbes dose-réponse
obtenues pour les tests d'inhibition de croissance. Les pourcentages
d'inhibition calculés pour chaque concentration sont présentés aux tableaux
XVl et XVII pour le sulfate de cuivre et le chlorure de mercure,
respectivement.

La Clsg 96 h estimée par régression linéaire pour le Cu2+ est de
0.025 mg/L (1.C. 95%: 0.022 mg/L - 0.027 mg/L; r: 97 %). Celle-ci se
rapproche de la littérature (0.048 mg/L selon Hickey et al., 1991; entre 0.052
mg/L et 0.104 mg/L selon Blaise et al., 1986; 0.006 mg/L selon van Coillie et
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TABLEAU XVI

Pourcentages d'inhibition de croissance obtenus apres
I'exposition de 96 h des algues en présence du Cu2+.

Concentrations n Coefficients Inhibition de
Cu2+ mg/L de variation croissance (%)
(%)

0.050 3 16.6 92.7
0.045 3 17.0 92.9
0.041 3 1.0 - 92.6
0.036 3 9.2 92.5
0.032 3 9.8 86.3
0.027 3 4.7 71.6
0.023 3 2.8 ‘452
0.018 3 8.3 7.9

Régression linéaire

Pente: 5.75
Ordonnée a l'origine: -91.0320
Coefficient de corrélation: 97 %



TABLEAU XVII

Pourcentages d'inhibition de croissance obtenus aprés
l'exposition de 96 h des algues en présence du Hg2+.

Concentrations n Coefficients Inhibition de
Hg2+ mg/L de variation croissance (%)
(%)

0.018 3 16.6 91.6
0.016 3 17.0 90.1
0.014 3 1.0 88.1
0.012 3 9.2 83.7
0.009 3 9.8 68.5
0.007 3 4.7 47.2
0.005 3 4.6 : 18.6

Régression linéaire

Pente: 7.75
Ordonnée a l'origine: -10.6693
Coefficient de corrélation: 97 %
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al., 1982), compte tenu de la variabilité des réponses pour les tests algaux
(Thellen et al., 1989; van Coillie et al., 1982). La différence observée avec
la littérature peut s'expliquer également par la méthode utilisée pour
déterminer la concentration du cuivre. Plusieurs auteurs ne mentionnent
pas si leurs concentrations ont été déterminées de fagon nominale ou
quantitative, ce qui peut entrainer également des variations dans
I'estimation des Clsg.

La Clsg 96 h estimée par régression linéaire pour le Hg2+ est de 0.008
mg/L (I.C. 95%: 0.006 mg/L - 0.010 mg/L; r = 97 %). Celle-ci est semblable
a la Clsg rapportée par Hickey et al., 1991, estimée a 0.020 mg/L (I.C. 95%:
0.007 mg/L - 0.035 mg/L). Suite a I'évaluation des Clsg 96 h pour ces deux
toxiques, les tests de létalité ont été entrepris.

Les résultats des tests de létalité sont illustrés a la figure 20 et le
tableau AXIl a I'annexe rapporte les pourcentages de viabilité. Les algues
intoxiquées par le sulfate de cuivre localisées dans la fenétre 2 (fenétre des
cellules viables) présentent une activité estérasique et une fluorescence
élevée de la chlorophylle caractéristiques des cellules viables. Le tableau
AXIll de I'annexe expose les valeurs des fluorescences (a 530 nm et 650
nm) obtenues pour le groupe témoin et le groupe exposé aux différentes
concentrations de sulfate de cuivre pour les populations des deux fenétres
(viables et non viables).

Des tests sur I'égalité des distributions (Student modifié, p < 0.05)
avant et aprés incubation au FDA pour les populations situées a l'intérieur
de chacune des fenétres ont été effectués dans le but de vérifier la présence
d'activité enzymatique. Les tests réalisés sur la population de la fenétre 2
indiqguent que lintensité de fluorescence a 530 nm présente une
augmentation significative aprés incubation au FDA, confirmant ainsi
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FIGURE 20. Pourcentage de viabilité des cellules algales apres
une exposition de 96 h au cuivre.
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l'activité esterasique. Par contre, les tests effectués sur la population située
dans la fenétre 1 indiquent I'absence d'activité estérasique pour la majorité
des groupes puisque les cellules algales fluorescent & la méme intensité
avec ou sans FDA (tableau XVIII). Une différence significative des
fluorescences a 530 nm aprés l'ajout du FDA pour cing populations
localisées dans la fenétre 1 est observée: le témoin et les groupes exposés
a 0.032 mg/L, 0.047 mg/L, 0.053 mg/L et 0.058 mg/L de Cu2+. Pour le
groupe témoin et celui exposé a 0.032 mg/L de Cu2+. l'augmentation de
fluorescence suite a lincubation au FDA s'explique soit par une faible
activité estérasique encore présente, soit par des molécules de fluorescéine
adsorbées sur des débris cellulaires tel que mentionné précédemment.
Cette augmentation de fluorescence demeure tout de méme trés faible a
comparer avec lintensité de fluorescence obtenue pour les populations
cellulaires situées dans la fenétre 2. L'intensité de fluorescence se
démarque par un facteur de 10 pour le témoin soit une moyenne de 18.93
URF, population de la fenétre 1, contre 101.88 URF (tableau AXIill a
l'annexe), population de la fenétre 2. Pour le groupe exposé a 0.032 mg/L
de Cu2+. la moyenne est de 72,42 URF, population de la fenétre 1, et de
123,88 URF (tableau AXIIl a I'annexe), population de la fenétre 2. La
différence moins élevée chez cette derniére est expliquée par
laugmentation de l'autofiuorescence a 530 nm des populations intoxiquées
localisées dans la fenétre 1 (voir tableau XIX). La fluorescence a 650 nm de
la chlorophylle pour tous les groupes exposés au sulfate de cuivre est
également trés faible chez la population localisée dans la fenétre 1 (tableau
AXIll a l'annexe). Malgré quelques différences significatives pour la
fluorescence a 530 nm (FDA), les cellules témoin et les groupes exposés
retrouvés a lintérieur de la fenétre 1 sont non viables. Le tableau XX
présente les pourcentages de mortalité obtenus résultant du test de létalité.
La ClLgp 96 h estimée par régression linéaire est de 0.042 mg/L (I.C. 95%:
0.030 mg/L - 0.046 mg/L; r: 96 %). Les résultats indiquent que la CLsg est
plus élevée que la Clsg d'un facteur de deux. Les concentrations
algistatiques et algicides ne sont donc pas éloignées l'une de l'autre. Le




TABLEAU XVIH

Evaluation de lintensité de fluorescence a 530 nm de la

- population située dans la fenétre 1 par des tests de Student ou

Student modifié (lors d'une inégalité des variances). Tests

unilatéraux (p: (u1 > pu2) < 0.05 ou 0,0005) effectués sur les

données de l'expérimentation avec le sulfate de cuivre.

GROUPES % URF* sans % URF* avec  Student
[Cu2+] mg/L  FDA FDA Ho:i = po
Témoin 7.40 18.93 rejetéel
0.023 15.32 31.02 acceptéel
0.027 38.29 50.00 acceptée?
0.032 63.15 72.42 rejetéel
0.036 63.26 69.31 acceptéel
0.042 63.88 56.27 acceptée?
0.044 70.53 73.33 acceptée?
0.047 82.61 78.93 rejetée?
0.049 85.52 75.25 acceptée?
0.053 86.08 111.14 rejetée?
0.058 84.34 76.b1 rejetée?

*: les résultats ont été obtenus a l'aide du logiciel LYSYS
1: test de Student modifié (p < 0,0005)
2: test de Student (p < 0,05)
ui: moyenne en URF pour les groupes non-exposés au FDA
y2: moyenne en URF pour les groupes exposés au FDA




TABLEAU XIX

Evaluation de I'augmentation de l'autofluorescence a 530 nm par
un test de Tukey (p < 0,05) chez les populations cellulaires
localisées dans la fenétre 1 et 2 lors des expérimentations avec
le sulfate de cuivre. Les groupes possedant la méme lettre ne
sont pas significativement différents entre eux.

GROUPES X URF* X URF*
[Cu2+] mg/L fenétre 1 fenétre 2
Témoin 74 a 83.02 a
0.023 15631 b 86.10 a
0.027 38.28 ¢ 85.50 a
0.032 63.15 d 95.02 b
0.036 63.26 d 96.12 b
0.042 63.88 d 115.01 b
0.044 70.53 e. 104.35 b
0.047 82.60 e 106.93 b
0.049 85.51 e 11419 ¢
0.053 83.41 e 114.50 ¢
0.058 84.34 e 11712 ¢

*: les résultats ont été obtenus par le logiciel LYSYS



TABLEAU XX

Pourcentages de mortalité obtenus chez Selenastrum
capricornutum aprés une exposition de 96 h au Cu2+.

[Cu2+] mg/L CV% Mortalité %
Témoin 10.8 0
0.023 10.5 3.84
0.027 12.3 156.29
0.032 6.6 33.05
0.036 8.6 47.99
0.044 13.9 54.35
0.047 6.69 58.57
0.049 10.40 60.90
0.053 1.47 71.50
0.058 4.51 68.58
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cuivre présente une forte toxicité chez l'algue S. capricornutum puisque ses
effets létaux se manifestent & de faibles concentrations.

Les résultats du test de létalité algal effectué avec le chlorure de
mercure indiquent aussi la présence de populations de cellules non viables
(fenétre 1) et viables (fenétre 2). La population viable diminue avec
laugmentation de la concentration du chlorure de mercure. Afin de vérifier
la présence d'activité estérasique des populations situées a l'intérieur des
deux fenétres, des tests de Student ont été effectués entre les groupes non-
exposés au FDA et les groupes exposés. L'augmentation significative de
fluorescence a 530 nm aprés incubation au FDA confirme la présence de
l'activité estérasique. Les résultats des tests apparaissent au tableau XXI et
les fluorescences (530 nm et 650 nm) obtenues lors de 'expérimentation
sont présentés au tableau AXIII de I'annexe.

Les tests de Student évaluant I'activité estérasique de la population
située dans la fenétre 1 confirment bien son absence, car il n'y a pas de
différence significative entre la fluorescence a 530 nm avant et aprés
incubation au FDA pour tous les groupes exposés aux différentes
concentrations de Hg2+. Chez ces derniers, l'autofluorescence liée a la
chlorophylle est également trés faible et significativement différente de la
population localisée dans la fenétre 2 (voir tableau XXIl). Cette population
est donc représentative de cellules non-viables. Par contre, une différence
significative est observée pour la fluorescence a 530 nm lors de I'ajout du
FDA chez la population témoin (tableau AXIV a l'annexe). Ainsi que
commenté lors de l'analyse des résultats sur les tests de létalité avec le
sulfate de cuivre, l'autofluorescence a 650 nm et la fluorescence liée au
FDA sont tellement faibles qu'on considére non viable le groupe localisé
dans la fenétre 1 de la population témoin. Le tableau XXl rapporte les
pourcentages de mortalité obtenus a partir des concentrations de Hg2+
retenues pour la régression linéaire.




TABLEAU XXi

Evaluation de l'activité estérasique (fluorescence a 530 nm) pour
la population située dans la fenétre 2 par des tests de Student
(p < 0,05).

GROUPES % URF* sans X URF* Student
[ng+] mg/L FDA avec FDA Ho: 1y = n2
Témoin 342.25 532.75 Rejetée
0.005 343.00 553.33 Rejetée
0.009 345.33 538.00 Rejetée
0.014 341.33 563.33 Rejetée
0.018 364.00 567.33 Rejetée
0.023 413.33 601.33 Rejetée
0.027 413.00 577.33 Rejetée
0.036 451.33 590.00 Rejetée
0.045 442.33 623.00 Rejetée
0.055 460.00 641.00 Rejetée

LD

les résultats obtenus ont été analysés par le logiciel FACScan
ii: moyenne en URF a 530 nm des groupes non exposés au FDA
po: moyenne en URF a 530 nm des groupes exposés au FDA




TABLEAU XXl

Comparaison de l'autofluorescence de la chlorophylie (650 nm) de
la population située dans la fenétre 1(1) a celle située dans la
fenétre 2 (2) par des tests de Student (p < 0,05) pour les
différentes concentrations de mercure.

GROUPES x URF* (1) x URF* (2) Student
[Hg2+] mg/L Ho: 1= p2
Témoin 38.00 871.33 rejetée
0.005 213.67 852.00 rejetée
0.009 65.67 859.00 rejetée
0.014 81.00 854.67 rejetée
0.018 70.00 879.00 rejetée
0.023 i37.33 913.33 rejetée
0.027 166.00 924.00 rejetée
_.0.03§ 92.66 943.67 rejetée
0.045 31.67 948.67 rejetée

0.055 44.00 954.33 rejetée

*: les résultats ont été analysés avec le logiciel FACScan




TABLEAU XXl

Pourcentages de mortalité obtenus chez Selenastrum
capricornutum aprés une exposition de 96 h au Hg2+. .

[Hg2+] mg/L

Coefficient de  Mortalité (%)
variation (%)

S —

0.018

0.023

0.027

0.036

0.045

5.79 37.78
2.24 59.61
4.81 71.55
7.51 86.48
3.05 94.9
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La ClLsgp déterminée est de 0.021 mg/L (I.C. 95%: 0.015 -
0.026 mg/L; r: 97%). Le Hg2+ présente donc une toxicité élevée
chez l'algue S. Capricornutum.

Les résultats des tests statistiques effectués sur
l'autofluorescence a 530 nm (spectre vert) de la chlorophylle,
indiquent qu'il y a endommagement du photosystéme pour les deux
tests. En effets, la fluorescence verte, liée a la chlorophylle
endommagée, augmente en fonction des concentrations de métaux.
Parallellement, une diminution de la fluorescence a 650 nm
(spectre rouge) de la chlorophylle en fonction de l'augmentation
des concentrations des toxiques est observée. Le cuivre et le
mercure agissent sur le photosystéme soit en inhibant l'activité
photosynthétique ou en réduisant son contenu cellulaire (Rai et
al., 1981; Bartlett et al.,, 1974). Les analyses cytométriques
confirment bien ces effets.

3.4- Phytotoxicité des herbicides
341- 2,4-D

Le 2,4-D (acide acétique 2,4-Dichlorophénoxy) est un
analogue des auxines (hormone de régulation de la croissance
chez les plantes supérieures). |l appartient & la famille des
acides phénoxiques. Il est un herbicide de type systémique qui
s'introduit directement dans le tissu végétal. Son mode d'action
stimule de fagon excessive la croissance occasionnant la
formation d'un tissu tumoral destructeur. Malgré que les auxines
soient inexistantes chez les algues, le 2,4-D agirait chez ces
derniéres en inhibant le processus du transport d'énergie dans le
photosysteme (Miller et al., 1985).
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A partir d'une solution mére de 1,18 g de 2,4-D diluée dans 50 mL
d'acétone 100%, une solution aqueuse de 45 mg/L (eau Super Q) a été
préparée pour le test de létalité et une solution de 29,50 mg/L (eau Super
Q) a été préparée pour le test d'inhibition de croissance. Le pourcentage
final d'acétone le plus élevé pour ces deux tests était de 0,9%. A cette
concentration aucune toxicité n'a été observée pour les tests de 96 h
d'inhibition de croissance (St-Laurent et al., 1992). Afin de vérifier si
I'acétone pouvait provoquer un effet létal aprés 96 h d'exposition, nous
avons effectué des tests préliminaires de létalité. Dans une microplaque,
les algues étaient exposées a 0.9% d'acétone et une autre microplaque
servait de témoin. La concentration cellulaire au jour 0 était d'environ
20000 cellules/mL. Aprés I'exposition de 96 h, des lectures cytométriques
ont été prises afin de mesurer le pourcentage de mortalité. A partir de 10
puits sélectionnés au hasard dans chaque microplaque, aucune différence
significative n'a été observée entre le groupe témoin et le groupe traité a
l'acétone (voir tableau XXIV). Pour tous les tests algaux entrepris par la
suite ou l'acétone était utilisé comme véhicule, les témoins ont toujours été
soumis au méme pourcentage d'acétone que les groupes traités.

Les Clgg et CLsg du 2,4-D calculées par régression linéaire sont de
24,16 mg/L (I.C. 95%: 19,10 mg/L - 28,41 mg/L; r: 88 %) et de 33,37 mg/L
(1.C. 95%: 29,94 mg/L - 36,80 mg/L; r: 98 %), respectivement. Les valeurs
obtenues pour les deux paramétres de mesures (Clsg et CLsg) sont tres
semblables. Les pourcentages de mortalité et d'inhibition sont présentés
aux tableaux XXV et XXVI. Puisque les Clsg mesurées sont estimées a
partir d'un compteur électronique de particules qui ne permet pas de
différencier les cellules viables et mortes, il est possible de mesurer autant
les cellules mortes que les cellules viables. De plus, les observations
microscopiques ont confirmé que les cellules algales mortes peuvent garder
leur forme méme aprés 96 h (voir section 3.2.1.2). La cytométrie permet
I'acquisition d'une information supplémentaire importante pour
l'interprétation biologique des résultats. Puisque les deux paramétres de



TABLEAU XXIV

Pourcentages de viabilité obtenus aprés une exposition de 96 h
des cellules algales a 0.9 % d'acétone.

GROUPE TEMOIN (%) GROUPE TRAITE (%)
97.9 91.2
86.3 95.8
89.1 . 83.4
93.1 91.3
82.4 98.1
93.3 88.3
95.8 85.4
91.4 93.4
88.6 90.2
92.8 95.5




TABLEAU XXV

Pourcentages de mortalité chez l'algue Selenastrum
capricornutum aprés une exposition de 96 h a l'herbicide 2,4-D.

Concentration n Cc.v. Mortalité
mg/L % %
42.01 3 0.9 94.08*
40.98 3 2.7 83.05"
39.88 3 7.7 69.12*
34.93 3 8.8 54.51*
25.64 3 16.4 21.53"*
24.78 3 18.2 2.16*

*: points retenus pour estimer la régression linéaire

Régression linéaire

Clsg: 33,37 mg/L

I.C. 95%: 29,94 mg/L - 36,80 mg/L
Ordonnée a l'origine: -91.129
Pente: 4.22




TABLEAU XXVI

Pourcentages d'inhibition de croissance chez l'algue Selenastrum
capricornutum aprés une exposition de 96 h a I'herbicide 2,4-D.

Concentration n C.V. Inhibition
mg/L % %
29.03 3 8.2 97.5
28.56 3 10.6 93.4
28.20 3 4.6 87.1
27.73 3 12.7 78.7
27.26 3 3.6 80.2*
26.79 3 7.4 66.3*
26.31 3 5.1 59.8*
25.84 3 12.2 52.6
25.49 3 5.1 29.9*

*: points retenus pour estimer la régression linéaire

Régression linéaire

Clsg: 24,16 mg/L

I.C. 95%: 19,10 mg/L - 28,41 mg/L
Ordonnée a l'origine: -670.27
Pente: 30.35
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mesure sont trés proche l'un de l'autre, le 2,4-D semble agir de fagon
algicidal plutét qu'algistatique aux concentrations testées.

Afin de certifier la présence d'activité estérasique, des tests de
Student ont éte effectués sur la fluorescence a 530 nm (verte) pour chacune
des concentrations et ce pour les cellules de la fenétre 1 (cellules non
viables) et de la fenétre 2. Une différence significative de fluorescence verte
aprés ajout du FDA démontrera la présence d'activité estérasique. Les
résultats des tests sont présentés aux tableaux XXVII et XXVIiil. Ces
derniers confirment la présence d'une activité estérasique pour tous les
groupes situés dans la fenétre 2 (tableau XXVIIl). Par contre, une
augmentation de fluorescence verte aprés ajout du FDA est observée pour
plusieurs concentrations de 2,4-D (tableau XXVII) pour le groupe situé dans
la fenétre 1. Ceci est peut étre attribuable a la présence d'une certaine
activité estérasique et/ou a des débris cellulaires sur lesquels des
molécules de fluorescéine pourraient étre liées (voir section 3.2.1.1 et
3.2.1.2). Cependant, méme si l'activité estérasique persiste pour ces
groupes, l'autofluorescence chlorophyllienne y demeure faible et
significativement différente du groupe de cellules localisé dans la fenétre 2
(voir tableau XXIX). Ceci traduit trés certainement une conséquence létale.
Les résultats des fluorescences pour tous les groupes en fonction des
concentrations de 2,4-D sont présentés au tableau AXV a l'annexe.

Le 2,4-D, se solubilisant plus facilement dans les alcools et les
solutions alcalines, n'est pas sujet au lessivage ou a l'écoulement de
surface vers les ruisseaux ou les plans d'eau (SAGE, 1988). Il est
rapidement adsorbé par la matiére organique du sol. De plus, les micro-
organismes dégradent facilement le 2,4-D si les conditions du milieu sont
favorables a leur développement. En comparaison, il semble peu toxique
pour la truite (358 mg/L-1 en test statique) et ne se bioaccumule pas chez
les organismes aquatiques (SAGE, 1988). Nos résultats suggeéerent que les
algues y sont plus sensibles. Les résidus de 2,4-D peuvent persister de 2




TABLEAU XXVii

Evaluation de lintensité de fluorescence a 530 nm de la
population située dans la fenétre 1 par des tests de Student ou
Student modifié (lors d'une inégalité des variances). Tests
unilatéraux (p: (u1 > p2) < 0.05) effectués sur les données de
I'expérimentation avec le 2,4-D.

GROUPES X URF sans % URF avec Student
[2,4-D] FDA FDA Hoil1 = po
mg/L
Témoin 73.2 124.2 acceptée
42.01 183.3 348.0 rejetée?
40.98 203.7 338.0 rejetée?
39.88 179.3 337.7 rejetéel
34.93 179.3 345.3 rejetée?
25.64 213.3 370.3 ac:ceptvée1
24.78 144.0 126.0 acceptée!

1: test de Student modifié

2. test de Student

pn1: moyenne en URF pour les groupes non-exposés au FDA
u2: moyenne en URF pour les groupes exposés au FDA



TABLEAU XXVIiI

Evaluation de l'intensité de fluorescence a 530 nm de la population située
dans la fenétre 2 par des tests de Student ou Student modifié (lors d'une
inégalité des variances). Tests unilatéraux {p: (L > u2) < 0.05) effectués sur
les données de I'expérimentation avec le 2,4-D.

GROUPES % URF sans x URF avec Student
[2,4-D] FDA FDA Ho:pt = 12
|___mg/lL -

Témoin 252.6 484.2 rejetée?
42.01 380.3 438.7 rejetée!
40.98 379.0 471.3 rejetée
39.88 368.7 418.0 rejetée2
34.93 399.7 454.7 rejetéel
25.64 354.0 476.7 rejetée2
24.78 334.0 482.3 rejetée2

1: test de Student modifié

2: test de Student

rn1: moyenne en URF pour les groupes non-exposés au FDA
n2: moyenne en URF pour les groupes exposés au FDA




TABLEAU XXIX

Evaluation de lintensité de I'autofluorescence chlorophyllienne (spectre
rouge a 650 nm) des populations situées dans les fenétres 1 et 2 par des
tests de Student. Tests unilatéraux (p: (u1 > 1) < 0.05 ) effectués sur les
données de l'expérimentation avec le 2,4-D.

GROUPES X URF fenétre % URF fenétre Student
[2,4-D] 1 2 Homt = p2
| mg/L
Témoin 99.6 692.0 rejetee
42.01 62.6 736.7 rejetée
40.98 90.3 741.7 rejetée
39.88 84.7 751.3 rejetée
34.93 88.3 768.3 rejetée
25.64 43.0 756.0 rejetée
24.78 102.7 759.0 rejetée
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a 6 mois dans le plancton et les plantes aquatiques (SAGE, 1988). A ce
point de vue, le 2,4-D peut donc représenter un danger pour le
phytoplancton ainsi que pour les organismes qui s'en alimentent.

3.4.2- Diquat dibromide

Le diquat dibromide (6,7-dihydrodipyrido[1,2-alpha:2',1'c]
pyrazinediium ion (9,10-dihydro-8a, 10a-diazoniaphenanthrene-2A), est un
herbicide de la famille des ammoniums quaternaires. Il est généralement
utilisé pour aider a la culture de légumineuses mais peut étre également
utilisé pour combattre les algues. Soluble dans l'eau, il est souvent
appliqué directement dans le milieu aquatique. Le diquat cationique forme
des radicaux libres stables responsables de I'activité herbicidale. Lors de
I'activité photosynthétique, lion superoxide est généré et provoque des
dommages cytoplasmiques et membranaires. Puisque le diquat est un
dication, il est rapidement inactivé par les minéraux du sol (Douglas, 1987).

Une solution aqueuse de 0.060 ml/L (eau Super Q) a été préparée
pour I'expérimentation a partir de la solution mére contenant 25% de diquat
dibromide (P.M.: 257 g/L). Les Clsg et CLsg obtenues pour cet herbicide
sont de 0.009 mg/L (1.C. 95%: 0.008 mg/L - 0.010 mg/L; r: 97 %) et de 0.072
mg/L (1.C. 95%: 0.049 mg/L - 0.095 mg/L; r: 97 %), respectivement. Ces
résultats indiquent que le diquat dibromide présente une forte toxicité pour
l'algue S. capricornutum. Les tableaux XXX et XXXI exposent les résultats
des pourcentages d'inhibition et de mortalité observés pour chacun des
tests. Les deux paramétres de mesure indiquent que le diquat provoque
son effet algistatique a des concentrations qui se distinguent nettement de
celles qui s'avérent algicidales.

Les tests de Student effectués sur la fluorescence verte & 530 nm
indiquent que pour les deux populations de la fenétre 1 (tableau XXXIl) et
de la fenétre 2 (XXXIII), qu'il y a présence d'une activité estérasique puisque




TABLEAU XXX

Pourcentages d'inhibition de croissance chez l'algue Selenastrum
capricornutum aprés une exposition de 96 h a I'herbicide diquat
dibromide.

Concentration n C.v. Inhibition
mg/L % %
0.014 3 2.5 78.6
0.013 3 8.1 78.4*
0.011 3 2.7 68.7*
0.010 3 2.0 59.2*
0.008 3 5.9 39.5*
0.007 3 7.2 17.1*
0.005 3 2.3 2.5
0.004 3 3.0 3.9

*: points retenus pour estimer la régression linéaire

Régression linéaire

Clsg: 0.009 mg/L

I.C. 95%: 0.008 mg/L - 0.010 mg/L
Ordonnée a lorigine: -46.03

Pente: 11.13




TABLEAU XXXI

Pourcentages de mortalité chez l'algue Selenastrum
capricornutum aprés une exposition de 96 h a I'herbicide diquat
dibromide.

Concentration n C.v. Mortalité
| mg L1 % %
0.127 3 4.19 93.69*
0.091 3 11.21 65.13*
0.073 3 20.65 44 .41*
0.036 3 25.77 25.95*

*. points retenus pour estimer la régression linéaire

Régressi linéair

Clsg: 0.072 mg L-1

I.C. 95%: 0.049 mg L1 - 0.095 mg L-1
Ordonnée a l'origine: -4.90

Pente: 0.76




TABLEAU XXXIiI

Evaluation de I'intensité de fluorescence a 530 nm de la
population située dans la fenétre 1 par des tests de Student ou
Student modifié (lors d'une inégalité des variances). Tests
unilatéraux (p: (u1 > p2) < 0.05) effectués sur les données de
'expérimentation avec le diquat.

GROUPES X URF sans X URF avec Student
[diquat] FDA FDA Ho:l1 = p2
ma/L

Témoin 94.17 230 rejetée2
127.27 391.7 520.3 rejetée?
90.91 321.3 502.0 rejetée
72.73 304.7 494.7 rejetée’
36.36 312.0 504.0 rejetée?

1: test de Student modifié

2: test de Student

pn1: moyenne en URF pour les groupes non-exposés au FDA
pu2: moyenne en URF pour les groupes exposés au FDA



TABLEAU XXXl

Evaluation de lintensité de fluorescence & 530 nm de la
population située dans la fenétre 2 par des tests de Student.
Tests unilatéraux (p: (L1 > p2) < 0.05 ) effectués sur les données
de l'expérimentation avec le diquat dibromide.

GROUPES x URF sans X URF avec Student L
[diquat] FDA FDA Ho:pt = 2 |
___mg/L

Témoin 344.2 579.2 rejetée
127.27 487.7 697.7 rejetée
90.91 401.0 727.3 rejetée
72.73 388.0 717.7 rejetée
36.36 394.3 754.0 rejetée

u1: moyenne en URF pour les groupes non-exposés au FDA
p2: moyenne en URF pour les groupes exposés au FDA
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des différences significatives entre les fluorescences vertes avant et apres
I'ajout de FDA sont évidentes. L'observation visuelle, a l'aide d'un
microscope a fluorescence, a cependant confirmé que I'augmentation de la
fluorescence verte pour le groupe localisé dans la fenétre 1, suite a I'ajout
du FDA, pourrait étre attribuable aux molécules de fluorescéine adsorbées
sur des cellules. La diminution d'autofluorescence chlorophyllienne
suggere fortement que ces cellules sont non viables. Beaucoup de
molécules de fluorescéine étaient également adsorbées sur des débris
cellulaires. Puisque le diquat dibromide affecte la membrane cellulaire, il
est a supposé que les cellules ont relarguées rapidement la fluorescéine
dans le milieu, ce qui traduit un état de non viabilité (Berglund et al., 1988).

Une centrifugatiron aurait du étre faite suite a I'ajout du FDA pour
éliminer les débris cellulaires et les cellules mortes sur lesquels les
molécules de fluorescéine se sont adsorbées (voir section 3.2.1.2). Aprés
cette étape, des lectures cytométriques auraient permis de justifier la létalité
cellulaire de fagon plus certaine. Cependant, Intensité de fluorescence
verte liee a l'activité estérasique est beaucoup plus élevée pour la
population située dans la fenétre 2, représentant les cellules viables
(tableau XXXHI). De plus, I'autofluorescence chlorophyllienne & 650 nm est
tres faible (voir tableau AXVI de I'annexe) pour les cellules situées dans la
fenétre 1 confirmant ainsi que les cellules sont dans un état de non viabilité.

3.4.3- Métolachlore

Le métolachlore (2-chloro-6'ethyl-N-(2-methoxy-1-methylethy)acet-0 -
toluidide) appartient a la famille des alpha-chloro-acétamides. Le
mécanisme d'action du métolachlore est encore peu connu mais puisqu'il
posséde les mémes caractéristiques chimiques que d'autres membres de
cette famille tels le propachlore et l'alachlore, il semble raisonnable
d'assumer qu'il posséde le méme mode d'action (Chairman, 1983). Le
métolachlore est un inhibiteur de croissance des racines. Il peut également
endommager l'intégrité membranaire et inhiber la synthése lipidique et
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protéique. En milieu naturel, le métolachlore est rapidement adsorbé par
les acides humiques et autres matiéres organiques des sols. Il n'est donc ni
sujet au transport par ruissellement ni par le lessivage des sols. De plus, il
est facilement biodégradé par les microorganismes du sol et présente une
faible toxicité en général (SAGE, 1988).

A partir d'une solution mére, 0.181 mg a été prélevé et dilué dans 250
mL d'acétone. Un volume de 10 mL y a été prélevé et dilué dans 100 mL
d'eau Super Q afin d'obtenir une solution de 78.554 mg/L & 10% d'acétone.
De celle-ci, des solutions de travail ont été préparées. Le pourcentage final
d'acétone le plus élevé était de 0,6% ce qui demeure en dessous du seuil
toxique vis-a-vis S. capricornutum.

Les Clgg et ClLsg obtenues par régression linéaire pour cet herbicide
sont de 0.069 mg/L (I.C. 95%: 0.058 mg/L - 0.081 mg/L; r: 91 %) et 0.232
mg/L (1.C. 95%: 0.211 mg/L - 0.238 mg/L; r: 85 %), respectivement. Les
résultats du test d'inhibition sont présentés au tableau XXXIV et ceux du test
de létalite au tableau XXXV. Avec une Clsg 3 fois plus élevée que la Clsg,
les concentrations algicidaux du métolachlore ne sont pas tellement
éloignées de celles qui sont algistatiques. Contrairement a la faible toxicité
réputée pour cet herbicide (Audus, 1976), nos données indiquent qu'il est
relativement toxique pour S. capricornutum puisque ses effets algicidaux se
manifestent bien en dega de 1 mg/L. Son innocuité vis-a-vis des micro-
algues du milieu récepteur n'est donc pas nécessairement assuré.

L'activité estérasique estimée par des tests de Student est révélée
pour les groupes de la fenétre 1 (tableau XXXVI) et de la fenétre 2 (tableau
XXXVII). La présence de cette activité chez les populations de la fenétre 1
peut étre causée par des artéfacts tels des molécules de fluorescéine
adsorbées sur les débris cellulaires ou les cellules mortes, perte d'intégrité
membranaire, etc. Par contre, le systéme chlorophyllien présente des



TABLEAU XXXIV

Pourcentages d'inhibition de croissance chez l'algue Selenastrum
capricornutum aprés une exposition de 96 h a I'herbicide
métolachlore.

Concentration n C.v. Inhibition
mg/L % %
0.086 3 10.8 72.6*
0.082 3 21.6 63.1"
0.072 3 3.9 59.3*
0.066 3 12.0 48.3"
0.060 3 8.6 28.2"

*. points retenus pour estimer la régression linéaire

Régression linéaire

Clsp: 0.069 mg/L

[.C. 95%: 0.058 mg/L - 0.081 mg/L
Ordonnée a l'origine: -50.20

Pente: 1.44




TABLEAU XXXV

Pourcentages de mortalité chez l'algue Selenastrum
capricornutum aprés une exposition de 96 h a I'herbicide
meétolachlore.

Concentration n C.v. Mortalité
ma/L %o %
0.500 3 4.7 90.63
0.454 3 6.0 89.51*
0.364 3 10.5 78.11*
0.345 3 18.9 74.49*
0.327 3 25.9 67.26*
0.300 3 7.42 62.29*
0.200 3 14.32 54.07*
0.164 3 13.35 26.15"

*: points retenus pour estimer la régression linéaire

Régression linéaire

Clsg: 0.232 mg/L

I.C. 95%: 0.211 mg/L - 0.238 mg/L
Ordonnée a l'origine: 4.67

Pente: 0.195




TABLEAU XXXVI

Evaluation de lintensité de fluorescence a 530 nm de la
population située dans la fenétre 1 par des tests de Student.
Tests unilatéraux (p: (u1 > u2) < 0.05 ) effectués sur les données
de l'expérimentation avec le métolachlore.

GROUPES R URFsans  x URF avec Student
[metolachl.] FDA FDA Ho:ut = p2
mag/L -

Témoin 24.6 213.6 rejetée
0.500 18.3 323.7 rejetée
0.454 28.0 329.0 rejetée
0.364 39.0 357.7 rejetée
0.345 45.0 369.7 rejetée
0.327 65.7 367.7 rejetée
0.273 57.7 309.0 rejetée
0.200 33.7 300.0 rejetée
0.164 64.3 332.0 rejetée

pn1: moyenne en URF pour les groupes non-exposés au FDA
u2: moyenne en URF pour les groupes exposés au FDA



TABLEAU XXXVII

Evaluation de lintensité de fluorescence a 530 nm de la
population située dans la fenétre 2 par des tests de Student.
Tests unilatéraux (p: (1 > p2) < 0.05 ) effectués sur les données
de l'expérimentation avec le métolachlore.

GROUPES x URF sans  x URF avec Student
[metolachl.] FDA FDA Ho:t1 = H2
| mg/L
Témoin 212.0 551.2 rejetée
0.500 738.7 949.7 rejetée
0.454 825.7 952.0 rejetée
0.364 790.0 961.0 rejetée
0.345 771.3 954.0 rejetée
0.327 779.7 942.0 rejetée
0.273 743.3 947.3 rejetée
0.200 291.7 951.3 rejetée
0.164 622.0 930.0 rejetée

pui: moyenne en URF pour les groupes non-exposés au FDA
po: moyenne en URF pour les groupes exposés au FDA
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signes d'endommagement trés nets puisque l'autofluorescence est tres
faible (voir tableau AXVIl a I'annexe).

2.4.4- Atrazine

L'atrazine (2,4-diamine, 6-chloro-N-ethyl-N'--(1-methylethyl)-1,3,5-
triazine), appartenant a la famille des s -chloro-triazines, présente un mode
d'action identique au diuron. Elle se lie au centre réactionnel du PSII
(photosystéme |l) empéchant ainsi le transfert des électrons de la protéine
QA a QB (figure 21). L'atrazine est relativement soluble dans I'eau (30 mg/L
a 20°C). Eile peut étre adsorbée sur les particules du sol mais étre
désorbée facilement par la pluie (SAGE, 1988) et se retrouver dans le
milieu aquatique. La quantité d'atrazine transportée lors d'une forte pluie
est inversement reliée a la période de temps entre I'application d'atrazine et
le moment ou la pluie se produit (Klaine et al., 1988). Par contre, dans le
milieu aquatique, I'atrazine ne s'accumule pas dans les niveaux trophiques
supérieurs. Elle est relativement non toxique pour les invertébrés et les
poissons mais présente une forte toxicité pour le phytoplancton (Buser,
1990). Elle inhibe la photosynthése a des concentrations aussi faibles que
de 0.001 2 0.005 mg/L- |

A partir d'une solution mére de 0.3 mg/L, nous avons préparé une
solution aqueuse de 0.1 mg/L. Suite & l'incubation des algues en présence
d'atrazine 2 différentes concentrations, les pourcentages d'inhibition et de
mortalité ont été calculés. Les tableaux AXIll et AXIV a l'annexe présentent
les résultats des fluorescences obtenus pour les deux tests.

Les Clgg et CLgg se caractérisant par des valeurs de 0.026 mg/L (1.C.
95%: 0.019 mg/L - 0.032 mg/L; r: 90%) et de 0.026 mg/L (I.C. 95%: 0.023
mg/L - 0.027 mg/L; r: 92%), respectivement. Les tableaux XXXVIII et XXXIX
présentent les résultats des tests. Puisque les deux parametres de mesure
sont identiques et que les effets délétéres sont détectés a de faibles
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capricornutum aprés une exposition de 96 h a l'atrazine.

Concentration n C.V. Inhibition
mg/L % %

0.036 3 10,0 91,1
0.032 3 0,8 85,7*
0.027 3 3,2 77,8
0.025 3 1,3 29,3*
0.021 3 9,6 20,9

0.016 3 6,8 -34,2

*: points retenus pour estimer la régression linéaire

Réqgression linéaire

Clsg: 0.026 mg/L

I.C. 95%: 0.019 mg/L - 0.032 mg/L
Ordonnée a l'origine: -78,44
Pente: 4,95

TABLEAU XXXVIiI
Pourcentages d'inhibition de croissance chez l'algue Selenastrum :
i
\




TABLEAU XXXIX

Pourcentages de mortalité chez l'algue Selenastrum
capricornutum aprés une exposition de 96 h a l'atrazine.

Concentration n C.v. mortalité
ma/L % %
0.055 3 2,73 82,72
0.050 3 4,23 82,90
0.045 3 2,00 79,45*
0.040 3 4,05 74,74
0.035 3 3,06 69,23"
0.030 2 64,15*
0.027 3 11,49 53,46"
0.023 3 25,07 40,54
0.018 3 40,53 5,48

*: points retenus pour estimer la régression linéaire

Régression linéaire

Clsg: 0.026 mg/L

I.C. 95%: 0.023 mg/L- 0.027 mg/L
Ordonnée a l'origine: 6,77

Pente: 1,69

Coefficient de corrélation: 91,7%
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concentrations, I'atrazine présente un potentiel toxique élevé chez l'algue
S. capricornutum. Afin d'expliquer ces résultats, plusieurs hypothéses
(autres que celles mentionnées précédemment) peuvent étre formulées. |l
se peut qu'un effet létal aigu puisse étre produit dans les quelques heures
aprés l'ajout de l'atrazine, tuant ainsi une bonne partie de la population
algale. Les celiules encore viables se sont par la suite multipliées. Il est
également possible que le premier effet délétére soit I'inhibition de
croissance puisque l'atrazine intervient au niveau du photosystéme et que
I'énergie nécessaire a la croissance n'est pas adéquatement fournie par
I'activité photosynthétique. Pour cette derniére hypothése, les effets létaux
se produisent beaucoup plus tard. Dans les deux cas, les cellules les plus
resistantes pourront se multiplier. Ces hypothéses s'appliquent d'ailleurs
pour tous les toxiques démontrant des effets (sub) létaux (Clsg et CLsg)
identiques.

Afin de mieux comprendre la nature de I'effet toxique, un suivi de la
toxicité devrait étre fait quotidiennement pendant la période d'exposition de
96 h. Des lectures cytométriques sur une base journaliére pourraient nous
informer de I'état réel des algues et a quel moment la létalité algale
commence a se manifester. Cette information serait pertinente puisque les
effets de toxicité aigus seraient connus et permettraient une meilleure
connaissance du risque environnemental. En effet, les plus grandes pertes
d'atrazine des terres agricoles vers le milieu aquatique se produisent lors
des premiéres averses de pluie suite a I'épandage. Elles peuvent atteindre
des moyennes de 1 a 5 % (Klaine et al.,, 1988). Une forte concentration
d'atrazine se retrouve dans le milieu dans un court laps de temps. Le
phytoplancton est donc sujet & subir une exposition aigué d'atrazine ou
autres herbicides.

Quelques chercheurs se sont intéressés aux bioessais en laboratoire
afin d'évaluer la toxicité de l'atrazine. Selon les travaux de Gala et Giesy
(1990) qui ont étudié l'effet de l'atrazine vis-a-vis de l'algue S.
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capricornutum a l'aide de la cytométrie en flux, ils estimérent & 0.128 mg/L
une diminution de 50% du taux de croissance spécifique. Ces résultats
furent obtenus suite & une exposition de 48 h parce qu'ils n'observérent pas
d'augmentation de la mortalité aprés 48 h & cette concentration. Cette
différence entre les expériences de Gala et Giesy et les nétres peut
s'expliquer par la technique employée pour réaliser le test algal. Gala et
Giesy utiliserent le test algal en erlenmeyers selon le protocole développé
par la US EPA (1978) tandis que nous avons utilisé le test algal miniaturisé
en microplaque développé par Blaise et al., (1986). De plus une variabilité
interlaboratoire pourrait expliquée la différence observée (Thellen et al.,
1989; van Coillie et al., 1982). Selon notre protocole la |étalité algale est
fonction de deux variables (I'autofluorescence chlorophyllienne et la
fluorescence liée au FDA). Gala et Giesy (1990) quant a eux, ne f'estiment
qu'en tenant compte de la fluorescence liée au FDA. Ceci peut également
affecter le calcul du pourcentage de cellules mortes. Suite a
I'endommagement du photosystéme, on peut enregistrer une augmentation
de l'autofluorescence verte a 530 nm qui interfére avec la fluorescence liée
au clivage du FDA (fluorescence verte a 530 nm). En ne tenant pas compte
de cette autofluorescence verte avant l'ajout du FDA, il est possible de
surestimer les cellules viables uniquement par la mesure de la fluorescence
a 530 nm. Selon les résultats obtenus lors des expériences avec l'atrazine,
on observe, a certaines concentrations, une autofluorescence verte trés
élevée chez les cellules ne présentant aucune activité estérasique. Cette
autofluorescence verte peut méme étre presqu'aussi élevée que la
fluorescence verte liée au clivage du FDA chez les cellules viables du
témoin (voir tableaux LX et LXl). Des erreurs d'interprétations sont donc
facilement introduies et amenent une surestimation du pourcentage de
cellules viables. L'unique mesure de la fluorescence verte ne peut a elle
seule certifier I'état de la celiule. |l semble plus prudent d'estimer la létalité
algale en tenant compte de l'autofluorescence chlorophyllienne et de la
fluorescence verte liée au clivage du FDA par les estérases.




TABLEAU LX

Evaluation de lintensité de fluorescence & 530 nm de la
population située dans la fenétre 1 par des tests de Student ou
Student modifié (lors d'une inégalité des variances). Tests
unilatéraux (p: (u1 > pu2) < 0.05) effectués sur les données de
I'expérimentation avec l'atrazine.

GROUPES X URF sans X URF avec Student
[Atrazine] FDA FDA Ho:ty = U2
| _ma/lL

Témoin 60.24 127.5 rejetéel
0.018 179.00 141.33 acceptée!
0.023 219.00 147.68 acceptéel
0.027 170.00 127.68 acceptéel
0.030 202.50 143.50 rejetée?
0.035 157.68 169.00 acceptée’
0.040 148.68 127.00 acceptée?
0.045 121.33 164.33 accep~tée1
0.050 174.68 183.00 accepté_(-:'2
0.055 212.68 172.00 acceptée!l

1: test de Student modifié

2: test de Student

iwi: moyenne en URF pour les groupes non-exposés au FDA
w2 moyenne en URF pour les groupes exposés au FDA

3




TABLEAU LXI

Evaluation de l'intensité de fluorescence a 530 nm de la
population située dans la fenétre 2 par des tests de Student ou
Student modifié (lors d'une inégalité des variances). Tests
unilatéraux (p: (u1 > p2) < 0.05) effectués sur les données de
I'expérimentation avec l'atrazine.

GROUPES % URF sans x URF avec Student

[Atrazine] FDA FDA Ho:pty = uo
ma/L
Témoin 336.00 425.00 rejetée?
0.018 348.00 450.67 rejeté92
0.023 370.68 465.68 rejetée?
0.027 389.33 475.33 rejetée2
0.030 417.00 505.68 rejetéel
0.035 405.33 509.33 rejetée?
0.040 400.33 514.33 rejetée?
0.045 410.68 528;68 rejetée?
0.050 426.33 528.00 rejetée?
0.055 424.33 529.68 rejetée?

1. test de Student modifié

2: test de Student

w1: moyenne en URF pour les groupes non-exposés au FDA
p2: moyenne en URF pour les groupes exposés au FDA
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Butler et al. (1975) effectuérent des études en laboratoire afin de
determiner les effets de I'atrazine sur l'inhibition de croissance. lls
déterminerent qu'a des concentrations aussi faibles que 0.01 mg/L des
effets inhibiteurs étaient mesurés chez les algues. McCloskey et Bayer
(1990) observérent une diminution de 50% de I'évolution de l'oxygéne,
parameétre nous informant de I'état de l'activité photosynthétique, a une
concentration de 0.043 mg/L d'atrazine.

Afin d'évaluer l'activité estérasique, des tests de Student sur la
fluorescence verte (630 nm) avant et aprés ajout de FDA ont été réalisés
pour le groupe situé dans la fenétre 1 et le groupe situé dans la fenétre 2.
Les valeurs brutes des fluorescences se retrouvent au tableau AXV de
I'annexe. Les tableaux LX et LXI exposent les résultats des tests
statistiques effectués sur la fluorescence verte pour les deux populations
(fenétre 1 et fenétre 2). La population cellulaire localisée dans la fenétre 1
ne présente aucune activité estérasique a l'exception du groupe témoin. La
fluorescence chlorophyllienne présente une faible intensité et témoigne
donc que les cellules sont dans un état létal (tableau AXVIII a I'annexe).

3.4.5- Cyanazine

.La cyanazine (2-[[4-chloro-6-(éthylamino)-s-triazine-2-yl]-2-
methylpropionitrile) appartient a la méme famille d'herbicide que I'atrazine
(s - chloro-triazines) et présente une grande solubilité (171 mg/L a 25°C).
Elie est donc encore plus soluble que l'atrazine. Sa DLsg (dose létale)
orale observée chez le rat est de 334 mg/kg alors que celle de l'atrazine, est
de 1990 mg/kg (Stevens et Summer, 1991). Jusqu'a présent, trés peu
d'études ont été publiées sur la toxicité de la cyanazine pour le
phytoplancton. Sa solubilité peu favoriser son entrée dans le milieu
aquatique lors de précipitations suite a son application sur les terres
agricoles. La cyanazine est souvent utilisée avec l'atrazine pour combattre
les mauvaises herbes dans les cultures de mais (SAGE, 1988).
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Une solution mére de 30 mg/L a été préparée et rediluée pour obtenir
une solution de travail de 0.030 mg/L pour le test de létalité. Pour le test
d'inhibition de croissance, une solution de travail de 0.10 mg/L a été
utilisée. Suite a I'exposition de 96 h des algues en présence de la
cyanazine a différentes concentrations, le pourcentage d'inhibition de
croissance et de mortalité ont été évalués.

Les tableaux LXII et LXIll présentent les résultats obtenus pour les
tests d'inhibition de croissance et de mortalité algale, respectivement. La
Cig0 a été estimée a 0.059 mg/L (I.C. 95%: 0.047 mg/L - 0.072 mg/L; r: 97
%) etlaClsg a 0.146 mg/L (1.C. 95%: 0.124 mg/L - 0.207 mg/L; r: 81 %).

Ces deux paramétres de toxicité ne sont pas identiques, comme c'est
le cas pour l'atrazine, et démontrent une toxicité moins importante. La
cyanazine demeurent toutefois relativement phytotoxique puisque ses
effets (sub) Iétaux chroniques se manifestent a moins de 1 mg/L.

L'activité estérasique des populations cellulaires localisées dans
chacune des deux fenétres est présentée aux tableaux LXIV et LXV. Les
résultats démontrent la présence d'une activité estérasique pour la
population localisée dans la fenétre 2 (tableau LXV) tandis qu'aucune
activité estérasique n'est mise en évidence pour la population située dans
la fenétre 1 (tableau LXIV). Par contre, une forte autofluorescence verte
avant l'ajout du FDA est observée et diminue aprés l'incubation au FDA
(tableau LXIV). Nous ne pouvons offrir I'explication de ce phénoméne
puisque nous n'avons pu investir d'avantage durant nos travaux. |l est
concluant, cependant, de constater qu'il n'y a pas eu d'augmentation de la
fluorescence verte (FDA) chez les groupes de la fenétre 1, et que ceci
reflete bien des populations algales non viables. Les résultats des
fluorescences sont présentés au tableau AXVI de 'annexe.




TABLEAU LXIl

Pourcentages d'inhibition de croissance chez l'algue Selenastrum
capricornutum aprés une exposition de 96 h a la cyanazine.

Concentration n C.V. Inhibition
ma/L % %
0.091 3 2.3 69.1"
0.082 3 0.7 64.4"
0.073 3 4.7 58.6*
0.064 3 5.7 56.0"
0.055 3 0.9 49 .47
0.045 3 3.6 43.7
0.036 3 9.8 34.4
0.027 3 6.0 23.0
0.018 3 7.3 18.8
0.009 3 2.7 16.2

*. points retenus pour estimer la régression linéaire

Régression linéaire

Clsg: 0.059 mg/L

I.C. 95%: 0.047 mg/L- 0.072 mg/L
Ordonnée a l'origine: 8.18

Pente: 0.70




TABLEAU LXIlI

Pourcentages de mortalité chez l'algue Selenastrum
capricornutum aprés une exposition de 96 h a la cyanazine.

Concentration n C.v. mortalité

mg/L % %

0.100 3 33.80 15.17
0.118 3 24.14 16.82*
0.136 3 8.02 26.92*°
0.145 3 2.80 30.24"
0.165 3 16.89 40.65"
0.172 3 7.58 45.81*
0.182 3 2.05 85.04"
0.228 3 3.67 84 .21

*: points retenus pour estimer la régression linéaire

Régression linéaire

Clsg: 0.145 mg/L

I.C. 95%: 0.126 mg/L - 0.207 mg/L
Ordonnée a l'origine: -77.89
Pente: 0.82

Coefficient de corrélation: 80.2%




TABLEAU LXIV

Evaluation de lintensité de fluorescence & 530 nm de la
population située dans la fenétre 1 par des tests de Student ou
Student modifié (lors d'une inégalité des variances). Tests
unilatéraux (p: (u1 > p2) < 0.05) effectués sur les données de
I'expérimentation avec la cyanazine.

GROUPES x URF sans % URF avec Student
[Cyanazine] FDA FDA Ho:n1 = p2
| mg LT
Témoin 179.80 128.40 rejetéel
0.100 283.00 190.68 rejetée?
0.118 293.00 155.33 rejetéel
0.136 209.33 151.68 rejetée!
0.145 195.68 123.00 rejetée?
0.164 206.00 117.33 rejetée?
0.172 189.67 148.33 acceptéel
0.182 152.33 123.68 rejetée
0.228 156.00 121.67 acceptée?

1: test de Student modifie

2: test de Student

pwi: moyenne en URF pour les groupes non-exposés au FDA
pu2: moyenne en URF pour les groupes exposés au FDA




TABLEAU LXV

Evaluation de lintensité de fluorescence a 530 nm de la
population située dans la fenétre 2 par des tests de Student.
Tests unilatéraux (p: (L1 > pp) < 0.05 ) effectués sur les données
de l'expérimentation avec la cyanazine.

GROUPES X URF sans X URF avec Student
[Cyanazine] FDA FDA Ho:t1 = p2

ma/L

Témoin 347.60 577.20 rejetée
0.100 389.68 654.68 rejetée
0.118, 420.68 519.68 rejetée
0.136 422.00 518.68 rejetée
0.145 418.33 520.33 rejetée
0.164 409.33 520.33 rejetée
0.172 412.00 521.68 rejetée
0.182 409.00 522.68 rejetée
0.227 414.68 568.00 rejetée

u1: moyenne en URF pour les groupes non-exposés au FDA
u2: moyenne en URF pour les groupes exposés au FDA
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3.4.6- Conclusions et recommandations sur les herbicides

Des tests de 96 h d'inhibition de croissance effectués en microplaque
par St-Laurent et al. (1992) sur les mémes herbicides indiqu'e'nt des
résultats identiques ou similaires aux Clsg obtenues lors de cette étude (voir
tableau LXVI). Par cette comparaison, nous pouvons certifier que la
technique en microplaque a été maitrisée.

Cette étude sur quelques herbicides a permis de cerner les effets
algistatiques ou algicides et d'identifier ceux qui présentent un potentiel
toxique élevé pour le phytoplancton. La figure 22 résume les résultats des
CLsp obtenus lors des tests de létalité algale. Ce sont les triazines qui
présentent la toxicité la plus élevée pour l'algue S. capricornutum . Les
effets attribuables a ces herbicides, tout en étant trés certainement
algistatiques au départ, deviennent rapidement algicidaux, telle que la
cytométrie en flux nous en a informé. Le diquat dibromide, producteur de
radicaux libres, ainsi que le métolachlore, présentent également une forte
toxicité. Par contre, le 2,4-D s'avére beaucoup moins toxique. Des études
plus approfondies sur le métolachiore, plus toxique que le 2,4-D, devraient
étre poursuivies, car les réponses algales qu'il engendre (trés forte
augmentation de l'autofluorescence verte sans mortalité cellulaire) seraient
intéressantes a interpréter. De plus, des travaux devraient tester cet
herbicide en méme temps que l'atrazine puisqu'ils sont souvent utilisés
ensemble en mélange (SAGE, 1988).

3.5- Evaluation de la toxicité en considérant les effets Iétaux et sublétaux

Dans toute évaluation écotoxicologique, deux aspects principaux
doivent étre considérés afin de bien cerner le potentiel toxique d'une
substance ou d'un mélange complexe de substances. L'un de ces aspects
préconise d'entreprendre des essais a différents paliers trophiques et l'autre
de mesurer différentes variables d'effets. Cette étude a touché




TABLEAU LXVI

Comparaison des Clgg obtenues avec les herbicides de cette étude
et celles rapportées par St-Laurent et al, (1992) '

HERBICIDES Clsp mg/L Clsg mg/L
St-Laurent 1992 Ménard
Présente étude

2,4-D 24.20 24.16

Métolachlore 0.060 0.069

Diquat 0.005 0.009
dibromide

Cyanazine 0.017 0.059

,.
\
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principalement au deuxiéme aspect. La détermination des Clsg et Clsg
~ aura donc permis de mieux caractériser le potentiel toxique de quelques
produits chimiques.

Le tableau LXVII présente les valeurs de létalité et de sublétalité
obtenues pour les différents produits testés lors de cette étude, ainsi que le
rapport L/S (valeur de létalité déterminée par laCLsg sur valeur de
sublétalité déterminée par la Clsg) qui existe entre ces deux effets.

Il est évident que toutes ces substances produisent des effets a la fois
algistatiques et algicidaux, telles que le font ressortir leurs valeurs
respectives des Cl et CLsg. Sur le plan de la sublétalité, le diquat
dibromide et le mercure révelent le plus fort potentiel toxique (Clsg de 0.009
et 0.008 mg/L, respectivement) vis-a-vis deS. capricornutum. Par contre,
lorsque la létalité est considérée, l'atrazine s'avére toute aussi toxique que
le mercure a tuer les algues (CLsg de 0.026 et 0.021 mg/L, respectivement).
Enfin, le rapport Us indique que la concentration d'atrazine qui inhibe la
croissance algale est trés semblable & celle qui les tue (L/S=1 pour
l'atrazine). Ce rapport L/S de 1 suggére que l'atrazine présente un risque
potentiellement plus élevé pour le phytoplancton que le diquat dibromide
(L/S=8), par exemple, ol les concentrations algistatiques et algicidales sont
nettement plus démarquées.

L'analyse des différentes mesures de variables d'effet, comme celles
que nous mettons en relation ici, nous permettre de mieux comprendre le
potentiel toxique des contaminants. Le test de létalité développé a l'aide de
la cytométrie en flux aura donc contribué en ce sens.
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CONCLUSION

Cette étude visait le développement d'un test de létalité algal en
microplaque & l'aide de la cytométrie en flux. La technique cytométrique
s'est révélée sensible et fiable pour différencier les cellules viables et mortes
de S. capricornutum.

Des expériences avec deux fluorochromes, le FDA et le C-FDA, ont
d'abord été réalisées pour sélectionner le meilleur révélateur de viabilité
chez l'algue S. capricornutum. Des cinétiques estérasiques ont aussi été
effectuées sur les deux fluorochromes, afin d'en évaluer le temps optimal
d'incubation permettant d'obtenir une démarcation significative entre
l'autofluorescence verte et la fluorescence verte due au clivage du FDA. Les
cinétiques estérasiques ont été réalisées a différentes concentrations de
FDA soit 1 uM, 5 uM, 10 uM, 24 uM et a 17,73 uM de C-FDA. Le C-FDA n'a
pas été retenu puisqu'il présentait des difficultés d'incorporation et
d'hydrolysation vis-a-vis de S. capricornutum. Par contre, les résultats
obtenus avec le FDA ont été performants. A l'aide de ce marqueur, on
observait une augmentation significative de la fluorescence lice a la
fluorescéine lors du clivage du FDA aprés de courtes périodes d'incubation.

Les cinétiques ont également permis de sélectionner une
concentration optimale de FDA ainsi qu'un temps d'incubation approprié afin
de mieux mettre en évidence la viabilité algale. Ce temps d'incubation fut
fixé & 30 min et la concentration optimale de FDA retenue a été de 5 uM.

L'unique mesure de l'activité estérasique, révélée par le clivage du
FDA, ne pouvait, & elle seule, constituer une preuve irréfutable de la viabilité
cellulaire puisque certains toxiques inhibent cette activité. Le choix de
l'autofluorescence chlorophyllienne comme deuxiéme marqueur s'est donc
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avéré important pour davantage caractériser les populations viables et non
viables. De plus, l'autofluorescence chlorophyllienne sert d'indicateur
précoce d'un effet altérant la cellule algale.

La derniere étape de validation du test de létalité a été de mesurer des
cellules mortes par cytométrie afin de caractériser le patron cellulaire
spécifique a cette population. Pour ce faire, les cellules algales ont été
traitées aux micro-ondes a différents temps et nous avons démontré qu'un
traitement de 60 s suffisait & les tuer. Les patrons cellulaires de létalité ont
été mesurés au jour 0 (apres le traitement) et suite a une incubation de 96 h
des cellules dans un milieu nutritif. Les résultats ont démontré que la
chlorophylle ne se dégradait qu'aprés un certain temps, puisque les cellules
traitées aux micro-ondes émettant de l'autofluorescence chlorophyllienne au
jour 0 présentaient un patron équivalent aux cellules non traitées. Les
patrons obtenus aprés 96 h se distingaient nettement de celui des celiules
viables (témoin). La létalité cellulaire a été confirmée par des tests en milieu
AAP 1X liquide et en milieu AAP 1X gélosé. L'absence de croissance
algale sur le milieu AAP 1X gélosé et dans le milieu AAP 1X liquide confirma
la mortalité cellulaire. Cette expérimentation a servi a justifier le fenétrage
spécifique retenu pour distinguer les deux populations algales, soit celle des
cellules viables et celle des cellules mortes. Durant chacune des étapes
protocolaires, des observations visuelles ont éte effectuées par microscopie
a fluorescence pour valider les résultats obtenus par cytométrie.

La validation de la méthodologie développée pour l'estimation des
Clsg et des Clgg a été accomplie & l'aide de deux toxiques de référence, soit
le sulfate de cuivre et le chlorure de mercure. Des tests d'inhibition de
croissance ont également été effectués en paralléle pour comparer les deux
parameétres de mesure (CLsg et Clsp). Pour ces deux toxiques, les Clgg et
Clgo étaient assez rapprochées les unes des autres. Nous avons également
pu constater un effet d'endommagement du photosystéme par les deux
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toxiques. Les lectures cytométriques nous informent donc sur ['état
physiologique de la cellule en plus de son état viable.

Une fois la méthodologie bien rodee, les tests de létalité et d'inhibition
de croissance ont été réalisés sur quelques herbicides d'importance pour le
Québec, en ce qui concerne leur réévaluation écotoxicologique. Ce sont
l'atrazine, la cyanazine, le 2,4-D, le métolachlore et le diquat. La plus forte
toxicité algale s'est manifestée avec les triazines (atrazine et cyanazine)
ainsi qu'avec le diquat (famille des ammoniums quaternaires). Le
métolachlore s'est avéré un peu moins toxique que les triazines. Le 2,4-D,
un représentant de la famille des acides phénoxiques, présentait la plus
faible toxicité. Le risque potentiel encouru pour le phytoplancton semble
donc plus élevé apres exposition aux triazines et aux ammoniums
quaternaires.

Les possibilités d'effectuer des analyses biparamétriques sur chacune
de. cellules, de quantifier les sighaux optiques émis par celles-ci, d'effectuer
des lectures sur quelques milliers de cellules en quelques secondes, ont
donc contribué au développement d'un test de létalité précis, sensible et
simple. Puisque ce test s'effectue en microplaque, il y aura lieu a l'avenir
d'envisager l'automatisation des lectures cytométriques, ce qui favorisera
I'emploi de ce test pour des évaluations écotoxicologiques.

La CLsg est parfois difficile a obtenir pour certains produits car les
fourchettes de concentrations ou la mortalité se manifeste sont parfois trés
étroites. Il arrive que le test doit étre répété afin d'obtenir une courbe dose-
réponse fiable pour effectuer une régression linéaire. Il est aussi possible
que les courbes ne soient pas nécessairement linaires. Dans ce cas, on doit
procéder & une transformation des données par le modéle mathématique le
plus approprié pour linéariser la relation, ce qui devient parfois fastidieux.
Aux fortes concentrations toxiques, la densité algale est souvent trés faible,
ce qui allonge le temps de lecture et augmente la variabilité statistique. Ces
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difficultés peuvent étre résolues en mesurant les NOEC et LOEC de létalité
~ au lieu de la CLgg. Au niveau de I'évaluation du risque environnemental, il
peut étre plus judicieux d'établir la toxicité a l'aide de ces deux parametres.
Ceux-ci sont des indicateurs d'un seuil de toxicité et sont donc plus
sensibles que les valeurs médianes des courbes doses-réponses (Costan et
al., 1993).

Enfin, ce test de létalité permet de combler une lacune dans le
domaine de I'évaluation écotoxicologique. L'emploi futur de cet outil
bioanalytique, en association avec d'autres bioessais appliqués a I'heure
actuelle, devrait contribuer & une meilleure connaissance de I'écotoxicité
des produits chimiques.
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ANNEXE




TABLEAU Al

Analyse de comparaisons multiples (Tukey, p < 0,05, n = 3) sur la
fluorescence a 530 nm (spectre vert) suite a l'incubation des cellules avec
1uM de FDA. Le tableau présente les résultats obtenus pour les deux
experiences. Les groupes ayant les mémes lettres ne sont pas

significativement différents entre eux.

GROUPES Temps min X URF* a 530 nm Tukey
Expérience 1 5 346.67 a
10 403.67 b
20 423.33 b
30 442.00 b,c
45 449.67 c
60 474.67 c
90 470.33 c
120 465.00 c
Expérience 2 5 382.33 a
¥ 10 437.67 b
20 465.67 b,c
30 467.33 b,c
45 474.67 c
60 480.67 c
90 479.33 c
120 474.67 c

*: les résultats ont été analysés sur le logiciel FACScan




TABLEAU Ali

Analyse de comparaisons multiples (Tukey, p < 0,05, n = 3) sur la
fluorescence a 530 nm (spectre vert) suite a l'incubation des cellules avec 5
puM de FDA. Le tableau présente les résultats obtenus pour les deux
expériences. Les groupes ayant les mémes lettres ne sont pas
significativement différents entre eux.

GROUPES Temps min X URF* a 530 nm Tukey
——
Expérience 1 5 289.67 a
10 332.67 b
20 385.00 c
30 434.00 d
45 463.67 e
60 479.00 ef
90 507.67 f
120 508.00 f
Expérience 2 . 5 302.67 a
10 358.33 b
20 406.67 C
30 . 444.33 d
45 462.67 ef
60 489.33 f.g
90 508.67 g.h
120 526.00 h

*: les résultats ont été analysés a l'aide du logiciel FACScan




TABLEAU Alll

Analyse de comparaisons multiples (Tukey, p < 0,05, n = 3) surla
fluorescence a 530 nm (spectre vert) suite a l'incubation des cellules avec
10 uM de FDA. Le tableau présente les résultats obtenus pour les deux
expériences. Les groupes ayant les mémes lettres ne sont pas

significativement différents entre eux.

GROUPES Temps min X URF* 4530 nm Tukey

Expérience 1 5 303.33 a
10 340.67 b
20 381.67 c
30 400.00 c
45 429.67 d
60 447.67 d,e
90 460.33 ef
120 472.67 f

Expérience 2 . 5 372.67 a
10 430.67 a,b
20 468.67 b,c
30 498.33 c,d
45 517.00 cd
60 524.00 c,d
90 516.67 c,d
120 554.33 d

*: les résultats ont été analysés a l'aide du logiciel FACScan




TABLEAU AlV

Analyse de comparaisons multiples (Tukey, p < 0,05, n = 3) sur la
fluorescence a 530 nm (spectre vert) suite a l'incubation des cellules avec
24 uM de FDA. Le tableau présente les résultats obtenus pour les deux
expériences. Les groupes ayant les mémes lettres ne sont pas

significativement différents entre eux.

| GROUPES Temps min X URF a 530 nm* Tukey

Expérience 1 5 695.00
10 725.33 a,b
20 745.33 b
30 744.33 b
45 748.33 b
60 745.33 b
90 736.67 b
120 724.67 a,b

Expérience 2 5 645.33 a
10 681.67 b,c
20 710.67 cd
30 727.00 d
45 728.00 d
60 722.00 d
90 691.33 c
120 659.33 a,b

*: les résultats ont été analysés a l'aide du logiciel FACScan




TABLEAU AV

Analyse de comparaisons multiples (Tukey, p < 0,05, n = 3) sur la
fluorescence a 530 nm (spectre vert) suite a l'incubation des cellules avec
17,73 uM de C-FDA. Le tableau.présente les résultats obtenus pour les
deux expériences. Les groupes ayant les mémes lettres ne sont pas

significativement différents entre eux.

GROUPES Temps min X URF*a 530 nm Tukey

Expérience 1 -5 312.00 a

10 337.33 a,b

20 360.67 b,c

30 374.67 b,c

45 403.33 c,d

. 60 431.33 d,e

90 460.67 ef
120 489.00 f

Expérience 2 5 261.00 a
" 10 288.67 a

20 312.67 a

30 337.33 b,c

45 373.00 cd

60 394.33 d,e

90 442.00 ef
120 462.00 f

*: les résultats ont été analysés a I'aide du logiciel FACScan




TABLEAU AVI

Analyse de comparaisons multiples (Tukey, p < 0,05, n = 3) sur
l'autofluorescence a 530 nm (spectre vert) du témoin & 1 % d'acétone. Le
tableau présente les résultats obtenus pour les deux expériences. Les
groupes ayant les mémes lettres,.ne sont pas significativement différents
entre eux.

GROUPES Temps min X URF* 42530 nm Tukey

Expérience 1 5 243.00 a
10 255.00 a
30 291.33 b
45 300.33 b,c
60 323.67 c
90 351.67 d
120 364.33 d

Expérience 2 5 248.00 a
20 257.67 a
45 266.00 a
60 264.67 a
90 276.33 a
120 280.33 a

*: les resultats ont été analysés a l'aide du logiciel FACScan
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TABLEAU AIX

Tableau des valeurs de fluorescence a 530 nm (spectre vert) obtenues
avant et aprés incubation au FDA pour les groupes de cellules exposés aux
micro-ondes (M.O.) a différents temps.

GROUPES URF sans FDA* URF sans FDA®
Témoin 95.63 108.10
95.83 110.10
95.97 110.14
M.O.15s 95.67 109.45
96.62 111.05
96.89 110.19
M.O.30s 97.22 102.85
96.72 103.62
97.06 103.52
M.O.60s . 101.73 ©102.33
103.74 105.86
102.42 102.50

*: les résultats ont été analysés a l'aide du logiciel LYSYS




TABLEAU AX

" Fluorescence a 530 nm (spectre vert) observée pour le groupe exposé aux
micro-ondes (M.O.) pendant 60 s et le groupe témoin . Le tableau donne les
résultats des fluorescences obtenus suite a l'incubation au FDA et avant et
aprés centrifugation au jour 0 et au jour 4.

" JOURO JOUR 4

If
CENTRIFUGATION CENTRIFUGATION

GROUPES URF* avant URF* aprés URF* avant URF* aprés

Témoin 139.16 140.22 136.77 137.00
136.62 143.35 138.18 136.95

138.00 145.32 137.29 135.12

M.O.60 s 99.75 100.01 97.30 99.70
99.76 99.46 99.14 96.78

.99.64 99.72 _ 95.05

*: les résultats ont été analysés a l'aide du logiciel LYSYS
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TABLEAU AXIl

Tableau représentant les pourcentages de viabilité obtenus. lors
du test de létalité algal sur le Cu2+.

[Cu2+] mg L-1 n CV.% Viabilité %
0.023 3 1.40 96.16
0.027 3 3.57 84.71
0.032 3 4.00 67.95
0.036 3 9.40 52.01
0.044 3 22.20 45.65
0.047 3 21.11 41.43
0.049 3 16.20 39.10
0.053 3 3.90 29.00
0.058 3 7.35 31.42
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