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Résumé 

Les communautés phytoplancton i ques SI acc 1 imatent à l a présence de 

substances toxiques soit par des ajustements physiologiques, soit par le 

remplacement des espèces sensibles par des espèces plus résistantes . Bien que 

plusieurs espèces résistantes aux métaux ont été identifiées dans des milieux 

chroniquement pollués, les ajustements physiologiques rencontrés chez les 

communautés phytoplancton i ques exposées à des décharges dl effl uents tox i ques 

sont méconnus. Cette thèse slinscrit dans cette problématique et llobjectif 

général était de mettre en évidence des modifications du métabolisme du carbone 

reliées à l lacclimatation et à la récupération de la croissance de populations 

de la Chlorophycée Selenastrum capricornutum exposées à des concentrations 

sous-létales de Cd. 

Les résultats de la première expérience démontrent que dans les 

premières heures d1exposition au Cd, le rapport protéine/polysaccharide 

augmente en fonction de la concentration de Cd. Par la suite, malgré une 

inhibition de la croissance, les quotas cellulaires en protéines et en lipides 

sont plus élevés chez la population exposée à 30 ~g Cd·L-l que chez la 

po pu 1 at i on témo in . Les quotas élevés en proté i nes représentent un excès de 

synthèse par rapport aux besoins de la division cellulaire tandis que les 

quotas élevés en lipides représentent une accumulation de produits de réserve 

et peuvent être perçus comme un ajustement physiologique visant à maximiser la 

croissance en présence de Cd. 
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La deuxième expérience met en évidence que les cellules a1ga1es 

exposées au Cd sont dans un état d'équilibre délicat entre l'inhibition et la 

croissance. En effet, la comp1exation de l'ion libre (Cd 2 +) dans le milieu de 

culture entraîne une importante désorption du Cd pris en charge par les 

cellules et une reprise de la croissance dans les 10 h qui suivent l'ajout de 

l'agent complexant (EDlA). 

Les résultats des deux autres séries d'expériences démontrent d'une 

part que 1 es effets du Cd sur 1 a photosynthèse sont plus pers i stants que 1 es 

effets sur la respiration, et d'autre part que la récupération de ces deux 

voies métaboliques est essentielle à la récupération de la croissance. La 

récupération de la croissance semble nécessiter une chaîne chronologique 

d'évènements métaboliques impliquant la photosynthèse et la synthèse de lipides 

et de protéines dans un premier temps et la respiration des lipides et la 

synthèse d'ATP dans un deuxième temps. Par ailleurs, il semble que le taux de 

croissance atteint par les populations préalablement exposées au Cd dépende du 

degré de récupération de la photosynthèse. 

L'approche utilisée dans cette thèse pour étudier la récupération des 

populations phytoplanctoniques exposées au Cd a permis de relier les 

connaissances acquises sur la persistance des effets toxiques du Cd au 

processus de croissance des algues unicellulaires . De plus, étant donné 

qu'ultimement ce sera le maintien ou la récupération d'un taux de croissance 

adéquat qui déterminera le destin d'une espèce dans son milieu, les 

conna i ssances acqui ses par cette approche présentent une plus grande 

signification écologique que les informations obtenues sur la toxicité du Cd 

par l'utilisation de bioessais plus traditionnels. 
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Chapitre 1 

Introduction 





1. Introduction 

Les communautés phytop l ancton i ques s'adaptent aux var iat i on s 

(lumière, éléments nutritifs, turbulence, etc.) qui caractérisent les milieux 

aquatiques soit par des ajustements physiologiques, soit par le remplacement 

des espèces. Les modifications de la structure des communautés, souvent 

observées dans des mi lieux perturbés par des apports en substances toxiques, 

s6nt une manifestation de cette deuxième réponse adaptative. Plusieurs études 

(Say et ~. 1977; Foster 1981, 1982) ont décrit la flore planctonique de cours 

d'eau chroniquement contaminés par des métaux. Bien que ces communautés soient 

appauvries (diversité, richesse), il n'en reste pas moins que plusieurs espèces 

sont capables de tolérer des concentrations élevées de métaux. On ne connaît 

cependant que très peu de choses sur les réactions du métabolisme des 

communautés d'origine et sur les ajustements physiologiques qui ont permis aux 

espèces tolérantes de devenir dominantes dans ces milieux. 

D'autres travaux, comme par exemple l'étude de Couture et ~. (1987) 

(c.f. Annexe I) réalisée sur un tronçon de rivière, ont démontré qu'en aval de 

rejets d'effluents toxiques le métabolisme des communautés phytop1anctoniques 

continuait d'être perturbé mais que ces perturbations n'entraînaient pas de 

modifications dans la structure des communautés. Les connaissances qui 

permettraient de prédire le destin de ces communautés plus loin en aval de 

l'effluent, à savoir la récupération des fonctions physiologiques (persistance 

des effets toxiques) ou encore le développement d'une communauté dominée par 

des espèces résistantes, sont manquantes. 
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Considérant, d'une part les efforts considérables de recherche qui 

sont déployés dans l'étude de l'écophysiologie des communautés phyto

planctoniques, et d'autre part l'ampleur du problème de contamination des 

milieux aquatiques par des substances toxiques, il est surprenant de constater 

lé peu de connaissances que nous avons sur la physiologie de l'acclimatation et 

de la résistance aux divers contaminants de l'environnement . 

Le présent travail s'inscrit dans cette problématique. Il a pour but 

de mettre en évidence les ajustements physiologiques associés au développement 

de la tolérance (accl imatation) ou encore, nécessaires à la récupéra-tion de la 

croissance chez une population exposée à une substance toxique. Ces ajustements 

trouvent leur importance dans des situations où la toxicité revêt un caractère 

intermittent et oDla période d'exposition peut être relativement courte, par 

exemple pour des communautés phytoplanctoniques qui sont transportées de 

l'amont vers l'aval d'une décharge d'effluent. Des efforts considérables sont 

consentis, à l'intérieur de cette thèse, aux aspects de la récupération de la 

croissance et de la persistance des effets toxiques. Afin de mieux cerner les 

ajustements du métabolisme pendant et suite à une agression toxique, l'étude 

est réalisée au laboratoire avec l'algue verte Selenastrum capricornutum 

exposée au Cd, un métal dont les effets toxiques sont bien documentés. Cette 

approche permet de mieux contrôler les facteurs abiotiques et d'éliminer les 

interactions interspécifiques (ex.: compétition pour les ressources) auxque l s 

les cellules algales dans le milieu réel doivent également s'ajuster. 

La problématique et la revue d. la littérature présentées au chapitre 

2 permettent de poser deux hypothèses générales: 
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Hl: les cellules algales s'acclimateront au Cd par des ajustements du 

métabolisme du carbone visant à maximiser la croissance en présence de 

Cd. 

H2: la récupération de la croissance sera possible lorsque les activités 

métaboliques associées au cycle de division cellulaire cesseront d'être 

inhibées par le Cd. 

La vérification de ces hypothèses a nécessité la mise au point de 

méthodes analytiques (nucléotides adénylates, respiration), d'un système de 

culture d'algues, ainsi que le développement d'un protocole expérimental 

permettant de suivre la récupération de la croissance. Les travaux effectués 

pour étab 1 i r 1 es divers protoco 1 es expér imentaux ut il i sés tout au long de 1 a 

thèse sont présentés au chapitre 3. 

L'expérience présentée au chapitre 4 a pour objectif d'infirmer ou de 

confirmer la première hypothèse. Elle est réalisée selon un protocole 

traditionnel, en exposant les populations à la substance toxique pendant une 

longue période. Ce protocole permet de relier le taux de croissance des 

populations exposées au Cd à leurs quotas cellulaires en produits de réserve 

(polysaccharides et lipides) et en protéines. 

La toxicité du Cd est fonction, d'une part de la concentration de 

l'ion libre dans le milieu de culture, et d'autre part des teneurs cellulaires 

en Cd. L'expérience présentée au chapitre 5 a pour objectif de vérifier si la 

récupération de la croissance, suite à l'ajout d'EDTA au milieu de culture, est 

le résultat d'une désorption du Cd pris en charge par les cellules. 
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La deuxième hypothèse générale peut s'exprimer sous la forme de 

quatre sous-hypothèses; la récupération de la croissance nécessitera: 

H2.1: une augmentation de la synthèse et des quotas ce llula ires en lipides; 

H2. 2: une augmentation du taux de respiration et de la respiration des lipides; 

H2.3: une augmentation des teneurs cellulaires en ATP. 

H2.4: une augmentation de la synthèse de protéines; 

Certains processus physiologiques impliqués dans la récupération de 

la croissance sont mis en évidence au moyen des expériences décrites aux 

chapitres 6 et 7. Le chapitre 6 porte sur le rôle de la photosynthèse dans la 

récupération de la croissance et a servi à vérifier les sous-hypothèses H2.1 et 

H2. 4 · La vérification des sous-hypothèses H2. 2 et H2. 3 est l'objectif des 

expériences présentées à l'intérieur du chapitre 7. La première expérience dans 

ce chapitre a pour but de mesurer les quotas cellulaires en nucléotides 

adénylates (ATP et AOP), en lipides, en protéines et en polysaccharides pendant 

les périodes d'exposition au Cd et de récupération. La mesure des taux de 

respiration et de l'utilisation des macromolécules comme substrat respiratoire 

pendant ces deux périodes a fait l'objet de la seconde expérience décrite dans 

1 e chapitre 7. 

Les chapitres 4, 5, 6 et 7 sont des chapitres indépendants comprenant 

chacun une introduction, une section traitant du matériel et des méthodes 

propres à chaque expérience, une section résultats et discussion ainsi qu'une 

conclusion. 
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Finalement, le chapitre 8 présente llensemble des conclusions 

découlant des travaux réalisés dans le cadre de cette thèse . 



Chapitre 2 

Problématique et état des connaissances 



2.1 Problématique 

2.1.1 

La structure des communautés phytoplanctoniques est d'une part, le 

résultat de la capacité compétitive des diverses espèces pour les ressources du 

milieu (Dugdale 1967; Tilman 1977; Smith et Kalff 1983), et d'autre part, du 

broutage exercé par le zooplancton herbivore. La capacité compétitive des 

espèces est liée à l'efficacité de processus physiologiques permettant un 

ajustement aux fluctuations de l'environnement externe afin de maintenir un 

taux de croissance (~) s'approchant de ~max (Harris 1984). Le succès compétitif 

d'une espèce algale est donc fonction de son taux de croissance. 

Par ai 11 eurs, dans l es écosystèmes perturbés par des apports en 

substances toxiques, l'abondance des producteurs primaires ainsi que la 

structure des communautés peuvent être modifiées selon la sensibilité des 

diverses espèces aux substances tox i ques présentes dans l'envi ronnement. La 

communauté pourra être dominée par des espèces résistantes qui étaient jusque

là peu importantes parce que moins favorisées par les conditions 

environnementales prévalant à cette période. En plus de modifier la capacité 

compétitive des diverses espèces en sélectionnant les espèces les plus 

résistantes (Mosser et ~. 1972; Fisher et ~. 1974; Harrison et al. 1977; 

Thomas et Seibert 1977; Gachter et Mares 1979; Li 1984; Thompson et Côté 1985), 

les substances toxiques peuvent agir indirectement sur les communautés 

phytoplanctoniques en réduisant le broutage par " inhibition du zooplancton 

(Thomas et ~. 1977; Borgmann et ~. 1989). 



--- -------------------------------------------------------------------------------------------, 
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Le , taux de croissance est la résultante de l'intégration par les 

cellules des conditions prévalant dans le milieu, et, à cet égard, il est 

important de connaître l'impact des substances toxiques sur le taux de 

croissance. Les difficultés de prédiction des impacts de substances toxiques 

sur les populations et communautés indigènes proviennent en partie du peu 

d'information dont nous di5posons concernant l'effet des toxiques sur la 

croissance a1gale (Goudey 1987), mais également de notre ignorance de la 

capacité d'acclimatation et de récupération des algues planctoniques à des 

substances toxiques. Les critères de qualité de l'eau, établis à partir de 

données de toxicité obtenues au laboratoire, ne tiennent généralement pas 

compte de l'acclimatation. La majorité des bioessais sont, en effet, de courte 

durée (~ 96 h) et ut il i sent des organ i smes n'ayant jama i s été exposés à 1 a 

substance testée (Chapman 1985). Or, il semble que le phytoplancton possède une 

grande capac i té à s' acc 1 imater à des substances tox i ques. Stockner et Ant i a 

(1976) citent de nombreux exemples où la croissance d'algues exposées à 

diverses substances toxiques débute après une période d'acclimatation de 

plusieurs jours. De plus, les cellules acclimatées peuvent tolèrer le niveau de 

pollution chronique auquel elles ont été préalablement exposées et peuvent 

acquérir une tolérance à des concentrations plus élevées de la substance 

toxique (Stockner et Antia 1976). 

Les processus d'acclimatation et de récupération doivent être 

considérés comme des facteurs déterminants agissant sur la structure des 

communautés de producteurs prima ires. En effet, pour conserver ou retrouver 

leur position au sein de la communauté, les diverses populations doivent être 

en mesure de maintenir leur taux de croissance ou de recommencer à croître 
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lorsque les conditions défavorables auront disparu. Au niveau cellulaire, ceci 

est rendu possible par des ajustements biochimiques, physiologiques et ultra-

structuraux qui aident à maintenir l 'homéostasie des cellules (Rand et 

Petrocelli 1985). 

2.1.2 

De nombreux travaux descriptifs ont fait état, dans des milieux 

chroniquement pollués par les métaux, de la présence d'espèces (phytoplancton, 

pér i phyton et macrophyte) tolérantes ou rés i stantes. Le terme to l érance se 

réfère à une espèce qui est normalement sensible aux métaux en l'absence d'une 

pollution par les métaux; tandis qu'une espèce sera "résistante" qu'elle ait ou 

non été en contact avec des métaux (Foster 1982). Foster (1981) a conclu que 

certaines associations d'espèces algales étaient indicatrices d'une pollution 

par les métaux. Par ailleurs, le degré de contamination et non un métal en 

particulier déterminait quelles espèces étaient présentes. Cette auteure avait 

alors fait l'hypothèse que les algues étaient soit généralement résistantes aux 

métaux ou qu 1 e 11 es s'adapta i ent fac il ement à des concentrat ions élevées de 

métaux dans l'environnement. D'autres exemples proviennent des travaux de 

Stokes et al. (1973) qu i ont démontré que deux Chlorophycées, Scenedesmus 

auctiformis et Chlorella fusca , isolées de lacs fortement contaminés en cuivre 

et en nickel, étaient plus tolérantes à ces métaux que des souches des mêmes 

espèces cultivées au laboratoire. Par ailleurs, Stokes (1975) a démontré que 

ces espèces pouvaient perdre leur tolérance au Cu lorsqu'elles étaient 

cultivées dans des milieux où le Cu était absent. Say et al. (1977) ont, pour 

leur part, démontré que des populations de trois espèces de la Chlorophycée 
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2 )

f i lamenteuse Hormid ium provenant  de  cours  d reau fo r tement  contaminés  avec  le

z inc  é ta ien t  p lus  to lé ran tes  à  de  fo r tes  concent ra t ions  de  ce  méta l  que ne

l ré ta ien t  des  popu ' la t ions  or ig ina i res  de  mi ' l i eux  non-po l lués .  Dans une é tude

compor tan t  87  espèces  de  Ch lorophycées ' i so lées  de  s i tes  contaminés  à  d ivers

degrés  par  des  métaux ,  Fos ter  (1982)  a  t i ré  p lus ieurs  conc lus ions  concernant  la

rés is tance aux  métaux :

1) quelques espèces résistantes sont présentes naturel lement dans des s. i tes

non-pol  I  ués;

les  communautés  a lga les  présentes  dans  des  mi l  ieux  contaminés  sont

cons t ' i tuées  drespèces  rés js tan tes  e t  d 'espèces  dont  la  rés js tance es t  de

fa ib le  à  modérée;

p lus ieurs  espèces  de  Vo lvoca les-Tet raspora les  sont

rés' istantes aux métaux, part icul jèrement au Cd:

l es  Ch lo rococcaceae  son t  t ou tes  sens ib les  au  Cu ,  même lo rsqu re l l es

prov iennent  de s i tes for tement  contaminés par  le  Cu;

chez les 0ocystaceae la  to lérance est  tou jours p lus ' impor tante aux s j tes

présentant  des concentrat ions é levées de métaux.

De  tou te  év idence ,  l r impor tance  des  e f fe t s  des  mé taux  su r  l es

p roduc teu rs  p r ima i res  dépendron t  des  espèces  co lon i san t  l e  m i l i eu  récep teu r .  I l

f au t  éga lemen t  cons idé re r  qu 'un  g rand  nombre  d respèces  a lga les  peuven t

acc ro Î t re  l eu r  t o lé rance  aux  mé taux  l o rsqu 'e l  l es  y  on t  é té  p réa lab lemen t

exposées .  Tou te fo i s ,  i l  ex i s te  peu  d ' j n fo rma t ion  conce rnan t  l es  a jus temen ts

métabol  iques qui  permet tent  à  ces espèces de surv ' iv re et  de croî t re  dans des

cond i t ' i ons  peu  p rop i ces  pou r  ' l a  
c ro i ssance  d rau t res  espèces .  À  ce t  éga rd ,

3 )

4 )

5 )

nature l  I  ement
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I  ' é t u d e  d e  L i  ( 1 9 7 9 )  s u g g è r e  q u e  I ' a c c l  i m a t a t i o n  a u  C d  s e r a i t  p l u s

pa r t i cu l i è remen t  re l i ée  à  une  mod i f i ca t i on  du  mé tabo l i sme  des  p ro té ' i nes .  En

e f fe t ,  chez  Tha lass ios ' i r a  we iss f  l og ' i i  l a  c ro ' i ssance  en  p résence  de  Cd  es t

accompagnée de rappor ts  proté ine/polysacchar ide,  proté ine/ADN et  proté ine/ARN

p lus  é1evés  que  chez  l a  popu la t i on  témo in  ma in tenue  au  même taux  de  c ro i ssance .

Stokes (1983) a suggéré que 1a tolérance aux métaux pourrai t  être le

résul tat  de mécanismes permettant:

1 ) drempêcher  ou

c e l l u l e s ;

d r e x p u l s e r  l e s

de détox ' iquer

de  re ta rde r  l a  péné t ra t ' i on  des  mé taux  à  I ' i n té r i eu r  des

m é t a u x  h o r s  d e  l a  c e l l u l e  l o r s q u ' i l s  y  o n t  p é n é t r é ;

I  es  mé taux  p résen ts  dans  I  a  ce l  I  u1e .

2)

3 )

Exclusion

Lrhypo thèse  de  I ' exc lus ' i on  des  mé taux  en  tan t  gue  p rocessus  de

rés is tance semb' le  controversée.  Cer ta ines études révèlent  de p lus fa . ib les

teneurs en métaux chez des souches to lérantes,  tandis  que drautres démontrent

l e  con t ra i re .  Pa r  exemp le ,  S tokes  (1981)  a  dén ron t ré  que  chez  Scenedesmus  les

teneurs  ce l l u la ' i r es  en  Cu  é ta ien t  p lus  é1evées  dans  l es  ce l l u les  to lé ran tes  que

d a n s  l e s  c e l l u l e s  s e n s ' i b l e s  a u  C u ,  t a n d i s  g u e  B a r i a u d  e t  a ' I .  ( 1 9 8 5 )  o n t  o b s e r v é

une  p lus  g rande  accumu la t i on  de  Cd  pa r  l es  ce l l u les  non - rés i s tan tes  d 'Eug lena

grac i l i s  pa r  rappor t  à  des  ce l l u ' l es  d tune  souche  rés i s tan te  au  Cd .  Les  t ravaux

de  L i  (1980)  suggèren t  que  Ia  récupéra t i on  de  l a  c ro ' i ssance  de  popu la t i ons

d r l s o c h r y s ' i s  g a l b a n a  e x p o s é e s  a u  C d  n ' é t a i t  p a s  l e  r é s u l t a t  d e  1 ' a p p a r i t i o n
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d ' u n  p r o c e s s u s  d ' e x c l u s i o n  d u  m é t a l .  P a r  a i l l e u r s ,  1 e s  t r a v a u x  d e  F o s t e r  ( L 9 7 7 )

on t  démon t ré  que  l o rsqu 'une  souche  to lé ran te  au  Cu  de  Ch lo re l l a  vu lga r i s  é ta ' i t

e x p o s é e  à  d e  p l u s  f o r t e s  c o n c e n t r a t i o n s  d e  c e t ' i o n  m é t a l l i q u e  q u ' u n e  s o u c h e

s e n s i b ' l e ,  l e s  c o n c e n t r a t i o n s  d e  C u  à  l ' i n t é r i e u r  d e s  c e l l u l e s  d e  c e s  d e u x

souches  é ta ien t  i den t i ques  
' l o r sque  

l es  taux  de  c ro i ssance  é ta ien t  semb lab les .

Ce t te  espèce  se rnb le  donc  re ta rde r  l r en t rée  de  Cu  dans  l es  ce l ' l u l es  e t

I  ' i n h i b i t i o n  d e  l a  c r o i s s a n c e  e s t  r e l ' i é e  a u x  t e n e u r s  c e l l u ' l a i r e s  e n  m é t a u x  e t

non  aux  concen t ra t i ons  de  Cu  à  l rex té r i eu r  des  ce l  l u les .  De  F i  1  i pp i s  e t

Pa l l aghy  (1976)  on t  pou r  l eu r  pa r t  obse rvé  que  1e  déve loppemen t  de ' l a  t o lé rance

p o u r  l e  Z n  c h e z  C h l o r e l l a  s p .  é t a i t  r e l ' i é  à  u n  p h é n o m è n e  d ' e x c l u s i o n  d u  m é t a l .

Ces  au teu rs  suggèren t  pa r  a i l l eu rs  que  l rexc ' l us ion  du  Zn  se ra i t  l e  résu l ta t  de

l r i n h i b i t i o n  d e  l a  p h a s e  a c t i v e  d e  1 ' a b s o r p t i o n  d e  l r i o n  m é t a l l i q u e .  I 1  e s t

d i f f i c i l e  d r e x p l i q u e r ,  à  p a r t i r  d e s  i n f o r m a t i o n s  d i s p o n i b l e s ,  l e s  d i f f é r e n c e s

obse rvées .  0n  ne  peu t  en  e f fe t  conc lu re  à  un  p rocessus  d i f f é ren t  se lon  l es

métaux ,  ca r ,  pâ f  exemp le ,  l e  Cu  es t  exc lu  pa r  C .  vu lga r i s  (Fos te r  1977)  ma is  se

ret rouve en p lus for te  concentrat ion chez Scenedesmus sp.  (Stokes 1981) .  I l  se

pour ra i t ,  t ou te fo i s ,  que  l es  mécan ismes  de  to lé rance  ne  so ien t  pas  l es  mêmes

d ' u n e  e s p è c e  à  l r a u t r e .

!égusslrgtlon

Plus ieu rs  t ravaux  on t  m is  en  év ' i dence  des  p rocessus  i n t race l l u la i res

de  séques t ra t i on  des  mé taux .  Les  e f fe t s  t ox iques  des  mé taux  pou r  l es  ce l l u les

a lga ' l es  pou r ra ien t  ê t re  rédu i t s  ou  é l  im inés  pa r  l a  comp lexa t i on  des  i ons

méta l l i ques  à  des  s i t es  qu i  ne  pa r t i c i pen t  pas  au  mé tabo l i sme .  Cec i  au ra i t  pou r
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e f fe t  de  p ro tége r  l es  enzymes  sens ib les  aux  e f fe t s  des  mé taux  en  rédu isan t  l eu r

b i o d i s p o n i b i l i t é  à  1 r ' i n t é r i e u r  d e  l a  c e l l u l e  ( D a v i e s  L g 7 6 ) .

Les  g ranu les  de  po l yphospha tes  pou r ra ien t  j oue r  un  rô le  dans  l a

séquestrat ion des métaux.  En ef fe t ,  S icko-ûoad et  Stoermer (1979)  ont  démontré

que 1e Pb pouvai t  ê t re incorporé dans les granules de po ' lyphosphates.  Jensen et

a l  .  (1982)  et  Rachl ' in  e t  a l  .  (1984)  ont ,  pour  ' leur  
par t ,  démontré que le  Cd

absorbé par  les Cyanophycées Plectonema boryanum et  Anabaena f los-aquae se

re t rouva i t  en  assoc ia t i on  avec  l es  g ranu les  de  po l yphospha tes .  Pa r  a i11eurs ,

drautres t ravaux ont  démontré que chez des Cyanophycées une exposi t ' ion au Cd

entraînai t  une augmentat ion du nombre (Sicko-Goad et  Laz insky 1981)  et  de la

ta i l l e  (Laz insky  e t  S i cko -Goad  1983)  des  g ranu les  de  po l yphospha tes .  Ces

g ranu les  son t  des  j nc lus jons  j ne r tes  cons t i t uan t  des  rése rves  de  phospha te

(Rhee  1972 ,1973 ;  A i t ch ' i son  e t  Bu t t  1973)  e t  conséquemment ,  seu le  une

l im i ta t i on  en  phospha te  pou r ra i t  mod i f i e r  l a  d i spon ib i l i t é  des  mé taux  pou r  des

s i tes  i n t race l l u la i res .  Tou te fo ' i s ,  ce  mécan isme de  séques t ra t i on  des  mé taux

p o u r r a ' i e n t  n e  p a s  ê t r e  u t i l i s é  p a r  l e s  c e l l u l e s  a l g a l e s  e n  m i l i e u  n a t u r e l .  L e

phosphore est  reconnu comme étant  un é lément  I  imi tant  la  cro ' issance du

phytoplancton en eau douce (Sch ' ind1 er  L974;  Healey et  Hendzel  1980)  et  dans ces

cond i t i ons  i l  es t  peu  p robab le  que  des  g ranu les  de  po l yphospha tes  pu i ssen t  ê t re

f o r m é e s  d a n s  l e s  c e l l u l e s .  Ë n  e f f e t ,  s e ' l o n  C e m b e l l a  e t  a l .  ( 1 9 8 4 )  s e u l e s  l e s

c e l l u l e s  a l g a l e s  e x p o s é e s  à  d e s  c o n d i t i o n s  d r e x c è s  d e  p h o s p h o r e  i n o r g a n i q u e

accumu len t  des  quan t i t és  impor tan tes  de  po l yphospha te .

Draut res  s i tes  de  séquest ra t ion  des  métaux  on t  é té  ' iden t i f iés  chez

les  a lgues .  Par  exemple ,  S i ' l ve rberg  e t  a l .  (1976)  on t  observé  la  p résence de
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c o m p l e x e s  d e  c u i v r e  d a n s  d e s  j n c l u s i o n s  l o c a l i s é e s  à  l ' . i n t é r i e u r  d u  n o y a u  d e

ce l  lu les  de  Scenedesmus to lé ran tes  au  Cu.  Se lon  ces  au teurs ,  le  noyau

const i tuera j t  un  s i te  de  dé tox ica t ion  du  Cu.  Les  pro té ines  complexantes  de  type

méta l lo th ioné ine  pour ra ien t  éga lement  ê t re  ' imp l iquées  dans  le  p rocessus  de

séquest ra t ion  des  métaux .  Ces  pro té ines ,  carac tér isées  par  leur  fa ib le  po ids

molécu la i re  ( *  10  0000)  e t  par  leur  contenu é levé  en  souf re  (p résence de

cystéine),  ont  été observées chez des algues exposées au Cd (Hart  et  Bertram

1 9 8 0 ;  N a g a n o  e t  a l .  1 9 8 4 ;  H e u i l l e t  e t  a l .  1 9 8 8 ) .

M a l g r é  l a  m i s e  e n  é v i d e n c e  d e  d i v e r s  s i t e s  i n t r a c e l l u l a i r e s  p o u v a n t

complexer  les métaux et  I 'hypothèse généra lement  avancée que ces processus

confèrent  une to lérance accrue aux métaux,  à  not re conna' i  ssance aucune

expér ience  n 'a  fo rme l l emen t  démon t ré  que  ces  p rocessus  pouva ien t  vé r i t ab lemen t

rédui re les ef fe ts  tox iques des métaux et  permet t re une repr ise de la

c ro i ssance  de  popu la t i ons  phy top lanc ton iques  exposées  à  des  i ons  mé ta1 l i ques .

Par  a ' i  1  
' l  
eurs ,  nous possédons peu d '  i  n f  ormat ' ion concernant  I  es

a jus temen ts  mé tabo l i ques  pe rme t tan t  d 'une  pa r t ,  l ' ' i nduc t i on  de  p rocessus  de

séques t ra t i on  des  mé taux ,  e t  d rau t re  pa r t ,  l a  c ro i ssance  des  espèces  to lé ran tes

dans  des  cond ' i t ' i ons  peu  p rop i ces  pou r  p lus ieu rs  espèces .  Ces  l acunes  dans

l ' é t a t  d e  n o s  c o n n a i s s a n c e s  c r é e n t  u n e  s i t u a t i o n  q u i  c o n t r a i n t  l ' é l a b o r a t i o n  d e

modè les  p réd i c t ' i f s  de  l r impac t  d 'un  re je t  de  mé taux  tox iques  su r  l es

p roduc teu rs  p r ima i res .

I l  appa ra î t  donc  impor tan t  d 'acquér i r  des  conna ' i ssances  su r  l es

p rocessus  phys io log iques  imp l i qués  dans  l ' acc l ima ta t ' i on  e t  dans  1a  récupéra t i on
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d e  l a  c r o i s s a n c e  s u i t e  à  d e s  a g r e s s i o n s  t o x i q u e s .  C e c i  e s t  d r a u t a n t  p l u s

impor tan t  que  dans  des  cond i t i ons  na tu re l l es ,  l es  communau tés  phy to -

p lanctoniques peuvent  êt re exposées à des substances tox iques pendant  des

pér iodes  re la t i ve rnen t  cou r tes ,  pâ f  exemp le ,  l o rsque  des  communau tés  l o t i ques

son t  t ranspor tées  de  l ramon t  ve rs  l r ava l  d rune  décharge  d re f f l uen t .  Pa r

a i l l e u r s ,  l a  b ' i o d i s p o n i b i l i t é  d e  l a  s u b s t a n c e  t o x i q u e  l i b é r é e  d a n s

I ' env i ronnemen t  peu t  va r i e r  dans  l e  t emps  en  ra i son  de  p rocessus  te l s  que  l a

d i l u t i on  pa r  l es  eaux  récep t r i ces ,  pa r  1 'adso rp t i on  des  con taminan ts  à  des

par t i cu les  en  suspens ion ,  pa r  séd imen ta t i on  e t  pa r  comp ' l exa t i on  à  des  l i gands

o rgan iques  e t  i no rgan iques .

Le  p résen t  t rava i ' l  se  s i t ue  dans  ce  con tex te  e t  a  pou r  ob jec t i f  de

met t re  en  év idence  1es  p rocessus  phys ' i o log iques  imp l i qués  dans  l a  récupéra t i on

d e  l a  c r o i s s a n c e  d ' u n e  a l g u e  e x p o s é e  a u  C d .  L e  c h o i x  d u  C d  s e m b l e  t o u t  i n d i q u é ,

pu i sque  ce t  é lémen t  es t  c lassé  pa rm ' i  l es  mé taux  t races  posan t  l e  p ' l us  de

r i sques  pou r  1 'env i ronnemen t  (Ka rez  e t  a l .  1989 ) .  Ce  r i sque  p rov ien t  d rune  pa r t

du  fa i t  que  l es  ac t i v i t és  huma ' i nes  con t r i buen t  cons idé rab lemen t  à  rnod i f i e r  l e

cyc le  du  Cd  dans  l e  m i1 ieu  aqua t ique .  Le  Cd  es t ,  en  e f fe t ,  un  é1émen t  ra re  don t

' f  
a  concen t ra t i on  dans  

' l a  
f  i t hosphère  va r je  en t re  0 .1  e t  0 .2  Ug .g -1  (N r iagu

1980)  e t  don t  l es  p r i nc ipa les  sou rces  son t  l es  eaux  usées  i ndus t r i e l l es  e t

mun ic ipa ' l es  (Raspor  1980)  a jns i  que  (dans  1es  rég ions  é lo ignées )  l es  re tombées

a tmosphér iques .  D rau t re  pa r t ,  l a  g rande  a f f i n i t é  du  Cd  pou r ' l es  g roupemen ts

s u l f h y d r y l  f a c i l i t e  s a  b i o a c c u m u l a t ' i o n .  P a r  a i l l e u r s ,  1 e s  e f f e t s  t o x i q u e s  d u  C d

son t  re la t ' i vemen t  b ien  documen tés  ( c . f .  l es  revues  de  T revo rs  e t  a l .  1986  e t  de

h long  1987) .  De  p lus ,  un  t rava ' i l  an té r i eu r  suggère  que  I ' ac t i va t i on  du

métabo l ' i sme  de  I 'ATP es t  imp l i quée  dans  l a  récupéra t i on  de  l a  c ro i ssance  de

ce l l u les  de  Se lenas t rum cap r i co rnu tum exposé  au  Cd  e t  à  un  e f f l uen t  i ndus t r i e l
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s u i t e  à  l e u r  t r a n s f e r t  d a n s  u n  m i l i e u  n o n - c o n t a m i n é  ( T h o m p s o n  e t  a 1 . 1 9 8 7 ;

C o u t u r e  e t ,  a l .  1 9 8 9 )  ( c . f . A n n e x e  I I ) . M a r q u i s  ( 1 9 8 9 )  a  d é m o n t r é  q u e  c h e z  S .

cap r i co rnu tum ' l raccumu la t i on  de  Cd  se  fa i t  p ré fé ren t i e l l emen t  dans  l a  c lasse  de

p ro té ines  de  fa ib le  po ' i ds  mo lécu la i re  don t  une  augmen ta t i on  de  syn thèse  es t

i ndu i te  pa r  1a  p résence  de  Cd .  Se lon  ce t te  au teu re  un  po l ymère  de  g lu ta th ion ,

une  phy toché1a t ine ,  pou r ra i t  ê t re  imp l ' i qué  e t  cons t i t ue ra ' i t  un  é lémen t  ma jeu r

du  mécan isme de  to lé rance  au  Cd .  En  e f fe t ,  
' l  ' expos i t i on  de  p ' l an tes  supér ieu res

(Gr i1 l  e t  a ' l  .  1985 ,  1937)  e t  d ' a lgues  (Geke le r  e t  a ' l  .  1988 )  à  p lus ieu rs  i ons

m é t a l  1  i q u e s  ( C d z * ,  P b 2 t ,  7 n 2 *  ,  A g * ,  C u 2 * ,  H g 2 * )  r é s u l t e  e n  I  ' i n d u c t i o n  d e

phytochélat ines.  Cet te pept ide ( (7-Glu-Cys)n-G1y;  n = ?-L l ) ,  formée à par t i r  du

g lu ta th ion ,  comp lexe ra i t  p lus  de  90% du  Cd  p r i s  en  cha rge  pa r  l es  ce l l u les  e t

cons t i t ue ra i t  un  mécan jsme de  dé tox i ca t i on  des  mé taux  e t  de  régu la t i on  du

m é t a b o l i s m e  d e s  m é t a u x  e s s e n t i e l s  à  l a  c r o i s s a n c e  ( G r i 1 l  e t  a l .  1 9 8 5 ,  1 9 8 7 ) .

Nous  p roposons  d 'abo rde r  ce t te  p rob lémat ique  sous  l rang ' l e  d 'un  modè le

s imp ' l e  d ra jus temen ts  phys io log iques  d ra lgues  un i ce ' l ' l u l a i res  e t  des  évènemen ts

du  mé tabo l  i sme  assoc iés  au  p rocessus  de  d i v i s ion  ce l  l u la i re .  À  no t re

c o n n a i s s a n c e ,  u n e  t e l l e  a p p r o c h e  n r a  e n c o r e  j a m a i s  é t é  u t i l i s é e  d a n s  l ' é t u d e  d e

I ' acc ' l ima ta t i on  e t  de  l a  récupéra t i on  à  une  ag ress ion  tox ique .  E l l e  cons t i t ue

I ' o r i g i n a l i t é  d e  c e t t e  t h è s e .

2 . 2 C r o i s s a n c e  a l g a l e

2.2 .L  Modè l  e_del a  c r o i  s s a n c e  d ' a l g u e s _ u n i c e l l g l a i r e s

L ' a s s  i m i  l a t i o n

être considérées comme

des  é lémen ts  nu t r i t i f s

l e s  p r o c e s s u s  c l é s  d e  l a

et  la  photosynthèse peuvent

c ro i ssance  du  phy top lanc ton .
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C e s  p r o c e s s u s  f o u r n i s s e n t  e n  e f f e t ,  i e s  é l é m e n t s  ( C ,  N ,  P ,  S ,  e t c . )  e t

1 r é n e r g i e  ( A T P )  n é c e s s a i r e  à  l a  s y n t h è s e  d e s  m a c r o m o l é c u l e s  e t  à  l a  d i v i s i o n

ce l l u la i re .  La  régu la t i on  de  ces  ac t i v i t és  mé tabo l i ques  es t  comp lexe  e t  de

nombreux facteurs re l  iés à des condi t ' ions envi ronnementa les même passées

interv iennent  (Zevenboom 1986) .  Conséquemment ,  1e taux de cro issance et  la

compos i t i on  des  a ' l gues  un i ce l l u la i res  va r ie ron t  en  réponse  à  des  nod i f i ca t i ons

d e s  c o n d i t i o n s  e n v i r o n n e m e n t a l e s  ( e x . :  l u m i è r e ,  d i s p o n i b i l i t é  d e s  n u t r i m e n t s ,

température)  (Steemann Nie lsen et  Jorgensen 1968;  Morr is  e t  a l .  L974;  Beardal l

e t  Mor r i s  1976) .  Ces  cons ta ta t i ons  on t  se rv i  au  déve loppemen t  d 'un  modè le

s i m p l e  d ' a j u s t e m e n t s  p h y s i o l o g i q u e s  c h e z  l e s  a l g u e s  u n i c e l l u l a i r e s .  C e  m o d è 1 e ,

p roposé  pa r  Shu te r  (1979) ,  es t  basé  su r  l a  répa r t i t i on  du  ca rbone  ce l l u la i re  en

quatre compart iments d is t incts  :

l e  ca rbone  assoc ié  à  1 'appare i l  pho tosyn thé t i que  (p igmen ts ,  ch lo rop las te ,

enzymes du cyc le de Calv in)  responsable de la  convers ion du carbone

inorganique en carbone organique emmagasiné dans les produi ts  de réserve

( hydrates de carbone , 
' l  
i  p i  des ) ;

l e  c a r b o n e  a s s o c i é  à  
' l  r a p p a r e i ' l  d e  s y n t h è s e  ( e x . :  r i b o s o m e s ,

mi tochondr ies)  impl  iqué d ' i rectement  dans la  convers ' ion des produi ts  de

r é s e r v e  e n  m a t é r ' i a u x  c e l l u l a i r e s  f o n c t i o n n e l s  ( e x . :  p r o t é i n e s ) ; '

I e  ca rbone  assoc jé  aux  ma té r iaux  de  s t ruc tu re  qu i  ne  son t  pas  imp l i qués

d i rec temen t  dans  l e  p rocessus  de  c ro i ssance  ma is  qu i  son t ,  t ou te fo i s ,

e s s e n t i e ' l s  a u  m a i n t i e n  d e  I ' i n t é g r i t é  d e s  c e l ' l u l e s  ( e x . :  p a r o i s  e t

membranes  ce l l u la i res ,  ma té r i e1  géné t ique )  ;

le  carbone assoc ' ié  aux produi ts  de réserve (hydrates de carbone et

I  i p i d e s ) .

1 )

2 )

3 )

4 )
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Se lon  ce  modè ' l e ,  l a  c ro i ssance  nécess i te  un  f l ux  de  ca rbone  des

p rodu i t s  de  rése rve  ve rs  l es  compar t imen ts  fonc t ' i onne ls .  De  p1us ,  l e  ca rbone

sera  a l l oué  aux  d i ve rs  compar t imen ts  de  façon  à  max im ise r  l a  c ro i ssance  dans

les  cond i t i ons  env i ronnemen ta ' l es  p réva ' l an t  dans  l e  m i l ' i eu .

2 . 2 . 2 Al loca t i on  de  ca rbone  e t  l im i ta t i on  de  l a  c ro i ssance

Une  pa r t i e  i npo r tan te  du  ca rbone  ass i rn i l é  pa r ' l a  pho tosyn thèse  es t

a ' l l o u é e  à  1 a  s y n t h è s e  d e  p r o t é i n e s  l o r s q u e  l a  c r o i s s a n c e  n r e s t  p a s ' l i m i t é e  p a r

les  cond i t i ons  env i ronnemen ta les  (Mor r i s  1981 ;  Smi th  e t  Ge ide r  1985) .  Pa r

exemp le ,  Hard ing  e t  a l .  ( 1985)  on t  obse rvé  que  su r  une  pé r iode  de  24  h ,  des

cu l tu res  de  phy top lanc ton  en  c ro i ssance  ac t i ve  a l  l oua ien t  aux  p ro té ines

approx ima t i vemen t  en t re  40  e t  p lus  de  50% du  ca rbone  ass im i l é .  Hama e t  a l .

(1938)  ont  démontré que pendant  un I 'b loom" phytoplanctonique,  observé dans un

enc los  l oca l  j sé  dans  Saan ich  In le t  (Co lomb ' i e  B r i t ann ique ) ,  1es  p ro té ines

éta ient  t rès abondantes et  représenta ient  p lus de 5A% de la  product ion to ta le

en  ca rbone  o rgan ique .  Tou te fo i s ,  des  cond i t i ons  l im i tan tes  pou r  l a  c ro i ssance ,

comme pa r  exemp le  I ' appauv r i ssemen t  en  é lémen ts  nu t r i t i f s  résu l tan t  de

p lus ieu rs  j ou rs  de  c ro ' i ssance  en  cu l tu re  s ta t i que  (ba tch  cu l tu re ) ,  i ndu i ron t

une  d im inu t i on  de  l a  syn thèse  de  p ro té ines  e t  une  augmen ta t i on  de  1a  syn thèse

d 'hyd ra tes  de  ca rbone  e t  de  l i p i des  (Co11yer  e t  Fogg  1955 ;  Myk les tad  1974 ;

Mor r i s  1981) .  En  m i l i eu  na tu re l ,  une  augmen ta t i on  de  l a  syn thèse  d 'hyd ra tes  de

carbone au détr iment  des proté ines a également  été observée à la  f in  de

"b loomsr r  phy top lanc ton iques  l o rsque  l es  nu t r imen ts  dev iennen t  I  im i tan ts

(H i t chcock  1978 ;  Mor r i s  e t  Skea  L978 ;  Lance lo t  L984) .  Les  fa ib les  tempéra tu res

peuven t  éga lemen t  con t rô le r  l a  c ro i ssance  e t  donc ,  en t ra îne r  d 'une  pa r t  une
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d ' im inu t i on  de  l r i nco rpo ra t i on  de  ca rbone  dans  l es  p ro té ines ,  e t  d ' au t re  pa r t

une  augmen ta t i on  du  ca rbone  dans  1es  p rodu i t s  de  rése rve .  Mor r i s  e t  a l .  ( 1974)

on t  obse rvé  ce t  e f fe t  d ' une  d im inu t i on  de  l a  t empéra tu re  chez  des  popu la t ' i ons

de la  d ia tomée Phaedacty lum t r jcornutum maintenues au laborato i re .

Les  mod i f i ca t i ons  de  l a  syn thèse  des  macromo lécu les  en  réponse  à

d i ve rses  cond i t i ons  env ' i r onnemen ta les  v i sen t  à  max im ise r  l e  t aux  de  c ro i ssance .

Se lon  Parnas  e t  Cohen  (1976) ,  i 1  ex ' i s te  chez  l es  m ic roo rgan ismes  une  s t ra tég ' i e

pou r  op t im ' i se r  I  e  mé tabo l  i  sme  des  p rodu i t s  de  rése rve .  L 'accumu la t i on  de

p rodu i t s  de  rése rve  l o rs  de  cond i t i ons  peu  p rop i ces  à  l a  c ro i ssance  cons t i t ue

une  économie  pou r  l es  ce l l u les  pu i sque  ces  rése rves  pou r ron t  ê t re  conve r t i es  en

p ro té ines  au  re tou r  de  cond i t i ons  p lus  favo rab les .  Pa r  a i l l eu rs ,  dans  des

cond i t i ons  l jm i tan tes  pou r  l a  pho tosyn thèse ,  1e  ca tabo l i sme  de  ces  p rodu i t s  de

rése rve  peu t  rencon t re r  I  es  beso ins  éne rgé t i ques  des  ce l  l u les  e t  a ins ' i

m a i n t e n i r  l a  v i a b i l i t é  d e s  c e l l u l e s  j u s q u r a u .  r e t o u r  d e  c o n d i t i o n s  p r o p i c e s  à ' l a

c ro i ssance  (Cook  1963 ,1966 ;  Handa  1969 ;  H i t chcock  L980 ;  Raven  e t  Bearda l l

1981) .  Par  exemple,  Handa (1969)  a démontré que chez Skeletonema costatum, la

resp i ra t i on  des  p rodu i t s  de  rése rve ,  pa r t i cu l i è remen t  l es  po l ysacchar ides ,

pouva i t  ma in ten i r  
' l es  

ce l  l u les  v ' i van tes  pendan t  p lus ieu rs  j ou rs  à  I  robscu r i t é .

F i she r  e t  Schwarzenbach  (1978)  on t  démon t ré  qu 'à  
' l r obscu r i t é  

l es  beso ins

énergét iques de la  d ia tomée Thalass ' ios i ra  pseudonana éta ient  rencontrés par

' l  r oxyda t i on  comp ' l è te  ou  pa r t i e l l e  des  f  i p i des  ( t r i g l ycé r ides ) .  Dans  des

c o n d i t i o n s  o ù  l a  d i s p o n i b i l i t é  d e s  é l é m e n t s  n u t r i t i f s  e t  d e  1 ' é n e r g i e  l u m i n e u s e

dépassen t  l es  beso jns  imméd ia ts  des  ce ' l 1u1es ,  un  s tockage  de  p rodu i t s  de

rése rve  pe rme t  une  u t i l i sa t i on  u l t é r i eu re  de  ces  ressou rces .
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2 . 2 . 3 L ' im i ta t i on_de  la_c ro i ssance  pa r  1e_cadmium

L r e x t e n s i o n  d e  I ' a p p l  i c a t ' i o n  d e  c e  m o d è l e  d ' a j u s t e m e n t s

phys io ' l og iques  aux  i ons  mé ta ' l i  i ques  comme fac teu r  I  i n i t an t  l a  c ro i ssance  nous

amène  à  fa ' i r e  1  rhypo thèse  (Hr )  que  des  popu ' l a t i ons  de  l .  cap r i co rnu tum

répondron t  à  une  expos i t i on  à  des  concen t ra t i ons  i nh ib i t r i ces  de  Cd  en

augmen tan t ' l eun  quo ta  ce ' l l u l a i re  en  pnodu ' i t s  de  rése rve .  Le  Cd  es t ,  en  e f fe t ,

s u s c e p t i b l e  d ' a g i r  s u r  l ' a s s i m i l a t i o n  d e s  é l é m e n t s  n u t r i t i f s  e t  s u r  l a  p h o t o -

syn thèse ,  1es  deux  p rocessus  c ' l és  de  l a  c ro ' i ssance  du  phy top lanc ton .

Les  t ravaux  de  Pe te rson  e t  a l .  ( 1984)  e t  Pe te rson  e t  Hea ' l ey  (1985)

d é m o n t r e n t  q u e  l e  C d  i n h i b e  I ' a s s i m i l a t i o n  d u  n i t r a t e ,  d e  l ' a m m o n i u m  e t  d u

phosphate chez la  Chlorophycée Scenedesmus guadr icauda.  Les concentrat ions de

C d  i n h ' i b a n t  5 A %  d e  I ' a s s i m i ' l a t i o n  d e  c e s  é l é m e n t s  n u t r i t i f s  é t a i e n t

r e s p e c t i v e m e n t  1 0 9 0 ,  8 8 0  e t  1 8 0 0  p g - L - t  à  p H  7 . P a r  a i l l e u r s ,  I ' i n h i b i t i o n  d e

' l a  
p r i se  en  cha rge  des  é lémen ts  nu t r i t i f s  d ' im inua i t  avec  l e  pH ,  en  ra i son  de  l a

compé t i t i on  en t re  l es  i ons  H"  e t  Cd2*  pou r  l es  s i t es  membrana i res .  S ingh  e t

Yadava  (1983)  on t  démon t ré  que  l e  Cd  inh ibe  l ' ass im i l a t i on  du  n i t ra te  chez  l a

Cyanophycée Anacyst is  n idu lans.  Cet  ef fe t  é ta i t  cependant  observé à une

concen t ra t i on  de  Cd  t rès  é levée  (CEro  =  4000  Ug .  L -1 )  pa r  rappor t  aux

concen t ra t i ons  re t rouvées  dans  I ' env i ronnemen t  qu i  peuven t  a t te ind re  des

n iveaux  de  15 -20  Ug  Cd .L -1  dans  l es  eaux  récep t r i ces  d 'e f f l uen ts  con taminés  en

Cd (Moore et Ramamoorthy 1984).

L e s  c o n c e n t r a t i o n s  d e  C d  q u i  ' i n h i b e n t  l a  p h o t o s y n t h è s e

phy top lanc ton  son t  éga lemen t  t rès  va r iab les .  Pa r  exemp le ,  des  concen t ra t i ons

d u

d e
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C d  i n f é r i e u r e s  à  L 0  U g  C d . L - t  o n t  s i g n i f i c a t i v e m e n t  p e r t u r b é  I ' a s s i m i l a t ' i o n  d e

ca rbone  de  commmunau tés  na tu re l l es  de  phy top lanc ton  (Marsha l l  e t  a l .  1983 ) ,  e t

d e  c u l t u r e s  d r A s t e r i o n e ' l  l a  f  o r m o s a  ( C o n w a y  e t  h l j  I  I  j a m s  1 9 7 9 )  ,  d e  ! .

cap r i co rnu tum (Cou tu re  e t  a l  .  1986 )  e t  de  Sp i ru l  i na  p la tens i s  (Azeez  e t

Baner jee 1986) .  Par  contre des concentrat ions auss i  é levées gue 500 et

1000  Ug  Cd .L -1  é ta ien t  nécessa i res  pou r  i nh ibe r  l r ass im i l a t i on  de  ca rbone

drAnkis t rodesmus fa lcutus ( t /ong et  a ' l .  1979) ,  de communautés phytoplanctoniques

en microcosmes (Nicholas et  Abernathy 1987) ,  e t  d 'Anacyst ' is  n idu lans (Azeez et

Baner jee  1986) .

'  M a l g r é  c e s  d i f f é r e n c e s  i n t e r s p é c i f i q u e s  d e  s e n s i b i l ' i t é ,  1 ' e f f e t  d u  C d

sur  I ' ass im i l a t i on  du  ca rbone  e t  des  é lémen ts  nu t r i t i f s  semb le  généra l i sé .  Les

popu la t i ons  phy top lanc ton iques  exposées  à  des  concen t ra t i ons  é levées  de  Cd

dev ra ien t  donc  sub i r  une  l im i ta t i on  en  é lémen ts  nu t r i t i f s  e t  conséquemment  l es

ce l ' l u l es  dev ra ien t  réag i r  à  ces  ca rences  en  d im inuan t  1a  syn thèse  de  p ro té ines

au  p ro f i t  d ' une  augmen ta t i on  de  l a  syn thèse  de  p rodu i t s  de  rése rve  (H t ) .  P révo t

e t  Soye r -Gob i l l a rd  (1986)  on t  d 'a ' i l l eu rs  obse rvé  une  accumu la t i on  de  vés i cu les

de  l  i p i des  e t  de  po l ysacchar ides  chez  deux  espèces  de  d ino f  l age ' l ' l és  exposées

s i m u l t a n é m e n t  a u  C d  e t  a u  S e .  P a r  a i ' l l e u r s ,  l e s  q u o t a s  c e l l u l a i r e s  e n ' l i p i d e s

chez Scenedesmus b i jugatus ont  augmenté de 30 et  75% après 12 jours

d 'expos i t i on  à  10  e t  50  Ug  Cd .L -1  (Sa thya  e t  Ba ' l ak r i shnan  1988) .  L ' hypo thèse

d 'une  accumu la t i on  de  p rodu i t s  de  rése rve  en  réponse  à  des  concen t ra t i ons  de

métaux  i nh iban t  l a  c ro i ssance  es t  éga lemen t  sou tenue  pa r  l es  t ravaux  de  Bas t i en

e t  C ô t é  ( 1 9 8 9 )  c o n c e r n a n t  l a  C h l o r o p h y c é e  ! . q u a d r i c a u d a  e x p o s é e  à

2 5 0  U g  C u . L - 1 .  E n  e f f e t ,  f  i n h i b i t i o n  m a r q u é e  d e  l a  c r o i s s a n c e  p e n d a n t  l e s  1 5

p remie rs  j ou rs  de  I  ' expé r ience  é ta i t  accompagnée  d rune  accumu la t i on  t rès
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i m p o r t a n t e  d r a m i d o n  e t  d e  l i p i d e s ,  a ' l o r s  q u e ' l a  r e p r i s e  d e  l a  c r o j s s a n c e  a p r è s

22  j ou rs  de  con tac t  avec  l e  Cu  é ta i t  accompagnée  d 'une  d i spa r i t , i on  g radue l l e

des  p rodu i t s  de  rése rve  (Bas t i en  e t  Cô té  1989) .

S i g n a l o n s  e n f i n  q u e  n o s  t r a v a u x  v é r i f i e r o n t  a u s s i  l e  c o r o l l a i r e  d e

i  r h y p o t h è s e  H r ,  à  s a v o i r  q u e  
' l a  

r é c u p é r a t i o n  d e  l a  c r o ' i s s a n c e ,  s u i t e  à  u n e

expos i t i on  à  des  concen t ra t i ons  sous - lé tha les  de  Cd ,  se ra  accompagnée  d 'une

augmen ta t i on  de  1a  syn thèse  de  p ro té ines  (Hr .4 ) .

2 . 3 B e s o i n s  é n e r g é t i q u e s  d e s  c e l l u l e s  a l g a l e s

2 . 3 . 1 _19 phgtgplo:plo1fat'ion et 9"_1" phosgho-

Chez  les  o rgan ismes  ch lo rophy l l i ens  l e  rô le  de  l a  pho tosyn thèse  ne  se

l im i te  pas  à  fou rn i r  1e  ca rbone  nécessa i re  à  l a  b iosyn thèse .  En  p résence  de

lum iè re ,  l es  coû ts  mé tabo l i ques ,  en  te rmes  d 'ATP e t  d ragen t  réduc teu r  (NADPH) ,

a s s o c i é s  a u x  p r o c e s s u s  d r e n t r e t i e n  d e s  c e l l u l e s  ( P e n n i n g  d e  V r i e s  1 9 7 5 )  a i n s i

q u ' à  l a  s y n t h è s e  d e  n o u v e a u x  m a t é r i a u x  c e l  l u l a i r e s  s o n t  s u p p o r t é s

p r inc ipa lemen t  pa r  l a  pho tophosphory ' l a t i on  (Raven  L976 ;  Har r i s  1978) .  A ins i

pendan t  l es  pé r iodes  d rac t i v j t é  pho tosyn thé t i que ,  1e  taux  de  phosphory la t ' i on

oxyda t i ve  se ra  rédu i t  re la t i vemen t  à  l ' ac t ' i v i t é  resp i ra to i re  mesurée  à

' l  r obscu r i t é .  I l  semb le  pa r  a i l l eu rs  que  1a  pho tosyn thèse  ' i nh ibe  1a  resp i ra t ' i on

(Myers  e t  a l .  L983 ;  Sandmann  e t  l r l a l k j n  L983 ;  Doming  e t  l d i l l i ams  1987) .  Ce t te

p h o t o i n h i b i t i o n  d e  l a  r e s p i r a t i o n  s e r a i t  r e l  i é e  a u  t r a n s p o r t  c y c l  i q u e

d 'é lec t rons  coup ' l é  à  l a  pho tophosphory la t i on  (Sa rgen t  e t  Tay lo r  L972)  e t

Contr ibut ' ionrelat ivg 9e

!V]ation_oxyg]ative
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imp l i que ra i t  1e  pho tosys tème I  (Hea ley  e t  Myers  L97 l1 '  S imon is  e t  U rbach  1973) .

L a  p h o t o i n h i b j t i o n  d e  l a  r e s p i r a t i o n  p o u r r a i t  s ' e x p l i q u e r  p a r  u n e  c o m p é t i t i o n

entre la cytochrome oxydase et le photosystème I pour le NADPH (Sandmann et

Ma l  k i  n  1983)  .

L r a c t i v i t é  r e l a t i v e  d e  c e s  d e u x  v o i e s  m é t a b o ' l  i q u e s  ( p h o t o -

phosphory lat ion et  phosphory lat ion oxydat ive)  semble régu1ée par  les rappor ts

en t re  nuc léo t i des  adény la tes  (R ied  e t  a ' | .  1973 ;  S imon is  e t  U rbach  t973 ;  Manga t

e t  a l  .  1974 : '  Ha r r i s  1978) .  Pendan t  l es  pén iodes  éc la i rées ,  une  d ' im inu t i on  de

l rac t i v i t é  pho tosyn thé t i que  ou  une  augmen ta t ' i on  des  beso jns  éne rgé t i ques  des

c e l l u l e s  r é s u l t e r o n t  e n  u n e  a u g m e n t a t i o n  d u  t a u x  d e  r e s p i r a t i o n ,  c e c i  a f j n  d e

ré tab l i r  1es  rappor t s  en t re  nuc léo t i des  adény la tes ,  comb lan t  a ins i  l es  beso ins

é n e r g é t ' i q u e s  d e s  c e l  l u l e s .  D a n s  c e t t e  o p t i q u e ,  i 1  s e  p o u r r a i t  q u e  I ' i n h i b i t ' i o n

de  l a  pho tosyn thèse  pa r ' l e  Cd  en t ra îne  une  augmen ta t i on  du  taux  de  resp i ra t i on .

Plus ieurs t ravaux suggèrent  que le  Cd in ter fère avec les réact ions photo-

ch im iques  de  l a  pho tosyn thèse  (L i  e t  M i l es  L975 ;  Van  Du i j vend i j k -Ma t teo l i  e t

D e s m e t  L 9 7 5 ;  B a s z y n s k i  e t  a . | . 1 9 8 0 ) .  L e  s i t e  d r a c t i o n  d u  C d  s e  s i t u e r a i t  a u

n iveau  des  s i t es  de  t ranspor t  d ' é lec t rons  e t  de  pho to l yse  de  I ' eau  du  phy to -

sys tème I I  a ins i  qu 'au  n i veau  de  l renzyme NADP-oxydoréduc tase  (De  F i l i pp i s  e t

a l .  L 9 8 i a ) .  D e  F i l i p p i s  e t  a l .  ( 1 9 S 1 b )  o n t ,  d e  p 1 u s ,  d é m o n t r é  q u e  1 ' e x p o s i t i o n

au  Cd  (11  ug 'L -1 )  en t ra îna i t  une  d im inu t i on  du  rappor t  ATP/ADP chez  Eug ' l ena

s p .

2.3 .2  Beso ins  énergét igues_de ce ' l1g1es_e1Ogs lesdes substances_toxiqge:a

Dans  le  cas  d rune  pe r tu rba t i on  de  l a

b e s o i n s  é n e r g é t i q u e s  d e s  c e l l u l e s  p o u r r o n t  ê t r e

pho tosyn thèse  pa r  l e  Cd ,  l es

sa t i  s fa i t s  pa r  1a  resp i  ra t ' i on
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dans  l a  mesure  où  ce t te  vo ie  mé tabo l i que  n res t  pas  e ' l l e -mêne  inh ibée  pa r  1e  Cd .

0 r ,  l es  i n fo rma t ions  d i spon ib les  à  ce  su je t  semb len t  con t rad i c to i res .  En  e f fe t ,

les études concernant I  ru l t rastructure ont démontré que ' le 
Cd, à des

concent ra t ions  var ian t  en f re  30  e t  100 Ug.L-1 ,  endommagea i t  les  mi tochondr jes

( Si ' f  verberg 1976; Lue-K' im et  a l  .  1980) .  Soyer et  Prévot (  1981) suggèrent

d 'a i l leurs  que ' la  per tu rba t ion  de  la  s t ruc tu re  des  mi tochondr ies  es t  un  e f fe t

spéc i f ique  du  Cd sur  les  a lgues .  Cependant ,  Sathya e t  Ba lakr ishnan (1988)  on t

observé  une inh ib i t ion  de  la  resp i ra t ion  de  popu ' la t ions  de  Scenedesmus

b i jugatus  exposées à  10  e t  30  Ug Cd.L-1 ,  tand is  que la  resp i ra t ion  é ta ' i t

s t i m u l é e  c h e z  l a  p o p u l a t i o n  e x p o s é e  à  5 0  u g  C d ' L - 1 .  L e e  e !  a l .  ( 1 9 7 6 )  o n t

obse rvé  un  compor temen t  s im i l a i re  chez  des  p lan tu les  de  fève  soya ,  où  une

expos i t i on  à  10L  e t  L52  Vg  Cd .L -1  p rovoqua i t  une  s t imu la t ' i on  de  l a  resp i ra t ' i on

a lo rs  que  1a  resp i ra t i on  é ta i t  i nh ibée  pa r  une  concen t ra t i on  de  51  Ug  Cd .L -1 .

Une augmentat ion du taux de respi rat ion pourra i t  également  êt re le

résul ta t  d 'une demande accrue en ATP due à des condi t ions de s t ress (Raven et

Bearda l  I  1981 ;  Re l  exans  e t  a l  .  1988 ) .  Les  beso ins  éne rgé t i ques  re l  i és  à

I ' en t re t i en  des  ce l l u les ,  comme pa r  exemp le  l a  syn thèse  de  mo lécu les  i ns tab les

( e x . A T P )  o u  l e  t r a n s p o r t  a c t i f  r é c u p é r a n t  l e s  i o n s  p e r d u s  à  t r a v e r s  l a

m e m b r a n e  ( P e n n i n g  d e  V r i e s  1 9 7 5 ) ,  p o u r r o n t  a u g m e n t e r  e n  p r é s e n c e .  d e

con tan inan ts .  Le  Cd  e t  l e  Hg ,  pa r  exemp le ,  pe r tu rben t  p lus ieu rs  fonc t i ons

membrana i res  te l l es  que  l a  pe rméab i ' l i t é  aux  i ons  Na*  e t  K*  e t  l e  t ranspor t

m o l é c u l a i r e  ( J o n e s  e t  a l .  1 9 8 7 ) .

[ n  p l u s  d e s  c a s  d ' a u g m e n t a t i o n  d e  ] a  r e s p i r a t i o n  d e  c e l l u l e s

végéta1es exposées au Cd ment ionnés précédemment ,  d 'aut res t ravaux met tent  en
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év idence  une  s t ' imu la t i on  de  1a  resp i ra t i on  chez  des  o rgan ismes  exposés  à  des

subs tances  tox iques .  Pa r  exemp le ,  McBr ien  e t  Hassa l l  ( 1967)  on t  obse rvé  une

s t ' i m u l a t i o n  d e ' l a  r e s p i r a t ' i o n  l o r s q u e  C h l o r e l l a  v u l g a r i s  é t a i t  e x p o s é  a u  C u

d a n s  d e s  c o n d i t i o n s  a é r o b i e s .  P a r  a i ' l l e u r s ,  l o r s q u e  l a  r e s p i r a t ' i o n  é t a i t

s t imu ' l ée , .  1e  taux  de  c ro i ssance  de ' l a  popu la t i on  exposée  au  Cu  é ta i t  semb lab le

à  ce lu i  de  
' l a  popu ' l a t i on  témo in .  B ' i en  qu r i ' l s  n ra ien t  pas  e f fec tué  de  mesure  de

la  resp i ra t i on ,  McNaugh t  e t  a l .  ( 19S4)  on t  ém js  I ' hypo thèse  que  l e  taux  de

resp i ra t i on  de  popu la t i ons  phy top lanc ton iques  exposées  à  des  BPC (b ' i phény l

po l ych lo ré )  é ta i t  supé r ieu r  à  ce lu i  de  popu la t i ons  témo ins .  Re lexans  e t  a l .

(1988)  ont ,  pour  leur  par t ,  observé une augmentat ion de la  respi rat ' ion de

communautés benth iques exposées au Cd et  au B-a-P (benzo- [a] -pyrène) ,  tandis

que  chez  ces  communau tés  l e  Zn  i nh iba i t  1a  resp i ra t i on .  Se lon  ces  au teu rs ,  l a

resp i ra t i on  cons t i t ue  un  p rocessus  de  rés i s tance  aux  subs tances  tox iques ;  dans

le  cas  où  so i t  l a  na tu re  so i t  l es  doses  du  po l l uan t  ne  pe rme t ten t  pas  l e

ma ' i n t i en  ou  l a  récupéra t i on  de  ce t te  vo ie  mé tabo l i que  de  syn thèse  d 'ATP,  ' i 1  y  a

empo isonnemen t  e t  mor t  de  l a  ce l l u le .  S tou t  e t  K i l ham (1983)  on t  obse rvé  une

inh ib i t ' i on  de ' l a  pho tosyn thèse  e t  une  augmen ta t i on  de  1a  resp i ra t i on  chez  des

popu la t i ons  de  Sp i rogy ra  exposées  au  p -c réso1 .  Con t ra i remen t  à  1 'hypo thèse  de

l rac t i va t i on  de  
' l a  

resp i ra t ' i on  en  tan t  que  p rocessus  de  rés ' i s tance  émise  pa r

Re lexans  e t  a l .  ( 1988) ,  S tou t  e t  K ' i 1ham (1983)  a t t r i buen t  l r augmen ta t i on  de  l a

resp i ra t i on  obse rvée  en  p résence  de  p -c réso1  à  un  découp lage  de  
' l a  

resp i ra t i on

et  de 1a photosynthèse par  ce phéno' l

Ma lg ré  l es  con t rad i c t i ons  obse rvées  dans  l es  e f fe t s  du  Cd  su r  l a

resp i ra t i on  e t  l r aspec t  con t rove rsé  de  l rac t , ' i va t i on  de  l a  resp i ra t i on  en

réponses  à  des  subs tances  tox iques ,  nous  fa i sons  I ' hypo thès .  (H2 .2 )  Cue  le  taux
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de  resp i ra t i on  de  popu la t j ons  de  ! .  cap r i co rnu tum exposées  au  Cd  augmen te ra

a f i n  d e  c o m b l e r  l e s  b e s o i n s  d e s  c e l l u l e s  e n  A T P ,  s o i t  e n  r a i s o n  d ' u n e

inh ib i t i on  de  l a  pho tosyn thèse ,  ou  so ' i t  en  ra i son  de  beso ins  acc rus  en  éne rg ie

dus  au  s t ress  occas ionné  pa r  ce t te  ag ress ion  tox ique .

2 . 3 . 3 Var ia t ions_dans ' les  beso ins  énergét igues_des_ce l  lu les

Dans  des  cond i t i ons  favo rab les ,  l es  beso ins  éne rgé t i ques  des  ce l l u ' l es

a l g a l e s  v a r i e n t  a u  c o u r s  d u  c y c l e  d e  d i v i s i o n  c e l l u l a i r e  e t  e n  f o n c t i o n  d u  t a u x

de  c ro i ssance .  L 'augmen ta t i on  des  beso ins  éne rgé t i ques  en  re la t i on  avec  une

augmen ta t i on  du  taux  de  c ro i  ssance  s 'exp1  i gue  pa r  l e  f a i t  que  I  'ATP es t

' imp l i qué  dans  d i ve rs  p rocessus  re l i és  à  l a  c ro i ssance  (Ka r l  1980 ;  Laws  e t  a l .

1983) .  Ce r ta ines  é tudes  on t  démon t ré  que  l es  quo tas  ce l l u la i res  en  ATP é ta ien t

pos i t i vemen t  co r ré lés  avec  l e  t aux  de  c ro i ssance  de  popu la t i ons  bac té r i ennes

(Neidhardt  e t  Frankel  1961;  Bagnara et  F inch 1973)  et  a lga les (Sakshaug 1977;

Rhee  1978 ;  Hun te r  e t  Laws  1981 ;  Kun ' i kane  g !  a l .  1986 ) .  Pa r  a i11eurs ,  i 1  semb le

ex i s te r  un  quo ta  ce ' l l u l a i re  en  ATP op t ima ' | ,  nécessa i re  à  l r a t te in te  de  l a  phase

de  c ro i ssance  exponen t ie l l e  (Ka r l  1980) .  Pa r  exemp le ,  l es  résu l ta t s  de  Kun ikane

et  a l  .  (1986)  ont  démontré qu 'au cours de la  cro issance de Scenedesmus

d imorphus  en  cu l tu re  s ta t i que ,  l e  con tenu  en  ATP des  ce l l u les  exp r imé  en

pg ATP.mg- l  po ids sec,  a  augmenté rapidement  pour  at te indre sa va leur  maximum

v e r s  l e  m i l j e u  d e  l a  p h a s e  d e  c r o i s s a n c e  e x p o n e n t i e l l e .  L e  c o n t e n u  c e l l u l a i r e

en  ATP d im inua i t  ensu i te  rap idemen t  pou r  reven i r  à  son  n i veau  i n i t i a l  .

Une  te l l e  augmen ta t i on  du  quo ta  ce l l u la i re  en  ATP re l i ée  à  1a  phase

de  c ro i ssance  exponen t ie l l e  a  éga lemen t  é té  obse rvée  chez  des  popu la t i ons  de
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t .  c a p r i c o r n u t u m  e n  c u l t u r e  s t a t i q u e  ( T h o m p s o n  e t  a l .  1 9 8 7 ) .  P a r  a i 1 1 e u r s ,  a u

cours  de  ce t te  é tude ,  l a  récupéra t i on  de  l a  c ro ' i ssance  de  popu la t i ons

p réa lab lemen t  exposées  au  Cd  e t  à  un  e f f l uen t  j ndus t r i e l  con tenan t  des  i ons

méta l  1  i ques  n 'é ta i t  obse rvée  qu 'aux  concen t ra t i ons  de  tox iques  où  une

augmentat ion du rappor t  ATP/cel  lu le  se mani festa i t  pendant  la  pér iode

drexpos ' i t i on .  Con t ra i remen t  à  l a  popu la t i on  témo in ,  l t augmen ta t i on  du  quo ta

ce l  l u la i re  en  ATP p récéda i t  l a  phase  de  c ro ' i ssance  exponen t ie ' l l e  chez  l es

p o p u l a t i o n s  o ù  l a  c r o i s s a n c e  é t a i t  f o r t e m e n t ' i n h j b é e .  D a n s  c e  c a s , ' l e  c o n t e n u

c e l l u l a i r e  e n  A T P  p l u s  é l e v é  s e r a i t  p l u t ô t  r e l i é  à  1 a  r e p r i s e  d e  l a  c r o ' i s s a n c e

q u r à  1 a  c r o i s s a n c e  e x p o n e n t i e l l e .

Sundberg et  Ni ' lshammar-Holmva' l  I  (1975)  ont  observé,  chez une

popu la t j on  synch rone  de  Scenedesmus  sp . ,  une  augmen ta t i on  de  I 'ATP ce l l u la i re

au  débu t  du  cyc le  ce l l u ' l a i re ,  c ' es t -à -d ' i r e  su i te  à  l a  d ' i v j s i on  du  noyau .  Ces

au teu rs  on t  obse rvé  d rau t res  man i fes ta t i ons  d 'une  ac t i va t i on  du  mé tabo l i sme

re l  i ée  à  l a  d i v i s i on  ce l l u la j re .  Leu rs  t ravaux  révè1en t ,  en  e f fe t ,  une

a u g m e n t a t i o n  d u  c o n t e n u  c e l l u l a i r e  e n ' l i p i d e s  v e r s  l a  f j n  d e  l a  p h a s e  d e

d iv i s ion  nuc léa i re .  Ce  p rodu i t  de  rése rve  d i spa ra î t  ensu i te  rap idemen t  au  débu t

de  l a  phase  de  l i bé ra t i on  des  au tospo res .  Pa r  a i l l eu rs ' ,  I ' augmen ta t i on  du

con tenu  ce l l u la i re  en  ATP co înc ide  avec  I ' augmen ta t i on  du  taux  de  resp i ra t i on

e t  avec  l a  d i spa r i t i on  des  l i p i des .  Sundberg  e t  N i l shammar -Ho lmva l l  ( 1975)

s u g g è r e n t  q u e  l e  c a t a b o l i s m e  d e s  l i p i d e s  f o u r n i t  1 ' é n e r g ' i e  n é c e s s a i r e  à  l a

d i v i s ion  ce l l u la ' i r e .  Ce t te  hypo thèse  es t  suppor tée  pa r  T i l l be rg  e t  Ky l i n  (1972)

qu i  on t  démon t ré  que  1es  ac ides  g ras  é ta ien t  l e  p r i nc ipa l  subs t ra t  resp i ra to i re

d e s  j e u n e s  c e l l u l e s  d e  S c e n e d e s m u s  s p . ,  t a n d i s  q u e  l e s  c e l l u l e s  m a t u r e s

fa jsa ient  appel  aux hydrates de carbone.  Des t ravaux p lus récents,  notamment
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avec Ch I  ore l  
' la  

sp.  (Gucker t  e t Cooksey  i 990 )  e t  Me los i ra  g ranu la ta  (S i cko -Goad

c o n f i r m e n t  c e  r ô l e  d e s  l i p i d e s  d a n s  l e  c y c l e  d e1986 ;  S ' icko-Goad et  a l  .  1986)  ,

d i v ' i s i o n  c e l  l u l a i r e .

Pendan t  1es  pé r iodes  de  demande  acc rue  d 'éne rg ie ,  comme semb le  l ' ê t re

l a  p é r i o d e  d e  d i v i s i o n  c e l l u l a i r e ,  I ' u t i l i s a t i o n  d e s  l i p i d e s  c o m m e  s u b s t r a t

resp i ra to i re  pou r ra i t  ê t re  avan tageuse  pu i sque  ces  composés  son t  ca tabo l i sés

avec  un  rendemen t  éne rgé t i que  é levé  (Lehn inge r  1977) .  Pa r  exemp le ,  1 'oxyda t i on

comp' lè te de I  'ac ide pa ' lmi t i  que génère 8 mol  écul  es d 'ATP par  atome de carbone

comparat ' ivement  à 5 molécules d 'ATP par  atome de carbone dans le  cas de

1 'oxyda t i on  comp ' l è te  du  g lucose  (Lehn inge r  tg77 ) .

Chez  Scenedesmus  sp . ,  l e  t aux  de  resp i ra t ' i on  augmen te  au  momen t  de  l a

l i b é r a t i o n  d e s  a u t o s p o r e s  e t  n e  d i m i n u e  q u ' à  l a  f i n  d u  c y c l e  c e l l u l a i r e ,  a u

moment  de  l a  d j v i s i on  du  noyau  (Sundberg  e t  N i l shammar -Ho lmva l l  1975 ) .  Se lon

Mi t ch i son  (1971) ,  chez  1a  p lupa r t  des  ce l l u les  en  é ta t  de  c ro i ssance  l e  taux  de

r e s p i r a t i o n  e s t  r e l i é  a u  t a u x  d e  s y n t h è s e  d e s  m a c r o m o l é c u l e s .  P a r  a i 1 1 e u r s ,  1 e

taux  de  syn thèse  des  p ro té ' i nes  augmen te  exponen t ie l l emen t  su i te  à  l a  d i v i s i on

ce l l u la i re  (Howe l l  e t  Baumgar te l  1978) .  La  d im ' i nu t i on  du  taux  de  resp i ra t i on  au

moment  de  l a  d i v i s i on  du  noyau  se ra i t ,  a t t r i buab le  à  
' l ' a r rê t  

de  syn thèse  de

I 'ARN e t  des  p ro té ines  pendan t  ce t te  phase  du  cyc le  ce l l u la i re  (M i t ch i son

1 9 7 1 ) .

E n  r é s u m é ,  
' l a  

d i v i s i o n  c e l l u l a i r e  e t  l a  c r o i s s a n c e  s u b s é q u e n t e  d e s

c e l  l u l e s  s e m b l e n t  n é c e s s i t e r  u n e  c h a î n e  c h r o n o l o g i q u e  d ' é v è n e m e n t s

m é t a b o l i q u e s .  D a n s  u n  p r e m i e r  t e m p s ,  v e r s  l a  f i n  d e  l a  p h a s e  d e  d i v i s i o n  d u
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n o y a u ,  l e  c o n t e n u  e n  l i p i d e s  d e s  c e l l u l e s  a u g m e n t e .  P a r  l a  s u i t e ,  l r é n e r g i e

n é c e s s a i r e  à  l a  d i v i s i o n  d e  
' l a  

c e l l u l e  e s t  f o u r n i e  p a r  I ' u t i l i s a t i o n  d e s

l i p i d e s  c o m m e  s u b s t r a t  r e s p i r a t o i r e .  L a  c r o i s s a n c e  d e s  c e l l u l e s  n é c e s s i t e

ensu i te  un  taux  é levé  de  syn thèse  de  p ro té ines .  Ces  conna issances  suggèren t  que

dans  l es  cas  où  des  subs tances  tox iques  i nh ibe ra ien t  l a  c ro i ssance  en

per tu rban t  l a  d i v i s i on  de  l a  ce l l u le ,  l a  récupéra t i on  des  popu la t i ons  touchées

dev ra i t  se  man i fes te r  pa r  une  ac t i va t i on  du  rné tabo l i sme  des  l i p i des  e t  de  l a

r e s p i r a t j o n .

L a  d i v i s i o n  c e l l u l a i r e  d e s  a l g u e s  e s t  i n h i b é e  p a r  l e  C d  ( B e r l a n d  e t

g ] . . L977 ;  Conway  L978 ;  Lue -K im e t  a l .  1980 )  à  des  concen t ra t r i ons  auss j  f a ib le

q u e  2  g g ' L - 1 .  S e l o n  D a v ' i e s  ( 1 9 7 6 ) ,  1 e  C d  p e r t u r b e r a i t  l a  d i v j s i o n  c e l l u l a i r e  e n

se  comp lexan t  au  sou f re  de  l a  mé th ion ine ,  un  ac ide  aminé  imp l i qué  dans  l a

format ' ion du fuseau achromat ique.  S i  te l  est  le  cas on peut  émet t re I 'hypothèse

que  la  rep r i se  de  l a  c ro i ssance  d 'a lgues  exposées  au  Cd  se ra  accompagnée

d tac t i v i t és  mé tabo l i ques  t yp iques  à  ce t te  phase  du  cyc le  ce l l u la i re .  Se lon  l e

schéma décr i t  au paragraphe précédent ,  la  récupérat ' ion de la  cro issance de

populat ions de ! .  capr icornutum exposées au Cd sera acconrpagnée d 'une

augmen ta t i on  des  quo tas  ce l  l u la i res  en  t  i p i des  (HZ .ù  e t  d ' une  augmen ta t i on  de

l a  r e s p i r a t i o n  ( H Z . ù .  L ' a u g m e n t a t i o n  d u  t a u x  d e  r e s p i r a t i o n  r é s u l t e r a  e n  u n e

augmen ta t i on  du  con tenu  des  ce l l u les  en  ATp  (HZ .g ) .
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? . 4 0 r i g i n a l  i t é  d e  I  r a p p r o c h e  m é t h o d o l o g j q u e

La  g rande  ma jo r i t é  des  t ravaux  su r  l a  t ox j c i t é  du  Cd  enve rs  l es

a lgues  p lanc ton ' i gues  on t  é té  réa l i sés  dans  i e  bu t  de  ca rac té r j se r  l es  e f fe t s  de

c e t  i o n  m é t a l l i q u e  s u r  l a  c r o i s s a n c e  ( K 1 a s s  e t  a l .  1 9 7 4 ;  B e r l a n d  e t  a l .  L 9 7 7 ;

conway 1978;  Rach' l in  e t  a l .  1982;  L j  1984;  Azeez et  Baner jee 19g6) ,  1a photo-

syn thèse  (P ie t i l a i nen  L975 ;  Har t  e t  Sca i fe  L977 ;  Wong  e r  a l .  1979 ;  De  F i l i pp i s

e t  a l  .  1981a ;  N icho las  e t  Aberna thy  1987) ,  1 rass im i l a t i on  des  é ' l émen ts

nu t r i t i f s  (Bu rn i son  e t  a l .  1975 ;  L i  L978 ;  S ingh  e t  Yadava  1983 ;  Pe te rson  e t  a l .

1 9 8 4 ;  P e t e r s o n  e t  H e a l e y  1 9 8 5 )  o u  s u r ' l ' u l t r a s t r u c t u r e  ( B u r n i s o n  e t  a . | . 1 9 7 5 ;

S i l ve rbe rg  i 976 ) .  Les ' l i ens  en t re  l es  e f fe t s  obse rvés  e t  l a  syn thèse  de  macro -

mo lécu les  e t  l a  p roduc t ' i on  d 'éne rg ie  nécessa i re  à  l a  c ro i ssance  ne  son t  pas

tou jou rs  n i s  en  l um iè re  pa r  l es  d i f f é ren ts  au teu rs .  I l  es t  de  p lus  souven t

imposs ' i b le  de  j uge r  de  l a  réve rs ib i l i t é  des  dommages  obse rvés .  En  conséquence ,

i l  e s t  d i f f j c i l e  d e  j u g e r  d e  l a  s ' i g n i f i c a t i o n  d e s  e f f e t s  m i s  e n  é v i d e n c e  p o u r

des populat ions qui  peuvent  êt re exposées à des substances tox iques de façon

in te rm i t t en te ,  ou  à  des  concen t ra t i ons  é levées  de  l a  fo rme  b iod i spon ib le  des

métaux  pou r  des  pé r ' i odes  re la t i vemen t  cou r tes .

Les  hypo thèses  vé r i f i ées  dans  ce t te  thèse  v i sen t  d 'une  pa r t  à  p lace r

les mani festat ions tox iques du Cd dans un cadre permet tant  de percevoi r

l r a c c l j m a t a t i o n  d e s  a l g u e s  à  l a  s u b s t a n c e  t o x i q u e  s i  e l l e  a  l i e u .  L e  c a d r e

méthodo log ' i que  re tenu  v i se ,  d rau t re  pa r t ,  à  déve lopper  une  app roche  pe rme t tan t

de  po r te r  un  j ugemen t  su r  l e  po ten t i e l  de  c ro i ssance  de  popu la t i ons  exposées  au

Cd  e t  p lus  pa r t i cu lè remen t  de  l a  pe rs i s tance  des  e f fe t s  t ox ' i ques  l o rsque  l es

c o n d i t i o n s  d u  m i l i e u  d e v i e n n e n t  m o i n s  c o n t r a i g n a n t e s  p o u r  1 a  c r o i s s a n c e .





Chapitre 3

lfatériel et néthodes générales





L a  m é t h o d e  d e  c u l t u r e  d e s  a l g u e s  u t i l i s é e  p o u r  l ' e n s e m b l e  d e s  t r a v a u x

fa i san t  pa r t i e  de  ce t te  thèse  es t  p résen tée  c i -dessous .  Les  t ravaux  ayan t  se rv i

à  l a  m ise  au  po in t  des  mé thodes  de  dosage  des  nuc léo t i des  adény1a tes ,  de  mesure

de  l a  resp i ra t i on  a ins i  que  du  p ro toco le  expé r imen ta l  u t i l  i sé  pou r  l es

expér iences  su r  l a  récupéra t i on  ( chap i t res  5 ,  6  e t  7 )  f on t  éga lemen t  pa r t i e  du

p résen t  chap ' i t r e .  Les  mé thodes  s 'app l i quan t  p lus  pa r t i cu l i è remen t  à  ce r ta ines

expér iences  se ron t  t ra i t ées  à  I  I  i n té r i eu r  des  sec t i ons  ma té r ie l  e t  mé thodes  de

chacun  des  chap i t res  d i scu tan t  de  ces  expé r iences  ( chap i t res  4 ,  5 ,  6  e t  7 )

3 . 1 Méthode de cu l ture

Tou tes  l es  expé r iences  fa i san t  pa r t i e  de  ce t te  thèse  on t  é té

réa l ' i sées  avec  des  cu l tu res  asynch rones  de  l a  Ch lo rophycée  Se lenas t rum

capr icornutum (Amer ican Type Cul ture Col lect ' ion,  souche 22662) .  Une cul ture

asynch rone  es t  ca rac té r i sée  pa r  une  c ro i ssance  d i t e  "en  équ i l i b re "  (ba lanced

growth )  pendan t  l aque l l e  l a  compos i t j on  ce l l u la i re  de  l a  popu la t i on  es t  f i xe ,

pu ' i sque  1a  quan t i t é  des  composés  ce l  l u la i res  augmen te  exponen t ' i e l  l emen t  (Shu te r

L979) .  Les d ' ivers composés ce l lu ' la i res sont  synthét isés à des moments préc is  au

cours  du  cyc le  ce l l u la i re  (M i t ch i son  L97 I ;  F rase r  e t  Nu rse  1978) ,  ê t

conséquemment ,  l r é ta t  de  c ro i ssance  "en  équ i l  i b re "  es t  une  p rop r ié té  de

p o p u l a t i o n s  d e  c e l l u l e s  s e  d i v i s a n t  d e  f a ç o n  a s y n c h r o n e  e t  n o n  d e  c e l l u l e s

ind i v idue l l es .  Ce t te  ca rac té r i s t i que  des  popu la t i ons  a lga les  asynch rones  pe rme t

de comparer  le  métabol isme de populat jons per turbées,  comme par  exemp' le  par

I ' i n t o x ' i c a t i o n  a u  C d ,  à  c e l u i  d ' u n e  p o p u ' l a t i o n  t é m o i n  e n  n r a y a n t  p a s  à  t e n i r

c o m p t e  d e s  é v è n e m e n t s  d u  c y c l e  d e  d i v i s i o n  c e l l u l a i r e .  S e l o n  S h u t e r  ( 1 9 7 9 )  u n e

c u l t u r e  a 1 g a 1 e  e n  c r o i s s a n c e  e x p o n e n t ' i e l l e  a v e c  u n  e x c è s  d r é l é m e n t s  n u t r j t i f s
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( cu l t u re  s ta t i que  =  ba tch  cu l tu re )  e t  une  tempéra tu re  e t  une  i l l um ina t i on

c o n s t a n t e s  s ' a p p r o c h e  d e  l r i d é a l  d e  l a  c r o i s s a n c e  e n  é q u i t i b r e .  L a  c r o i s s a n c e

en  équ i ' l i b re  ne  se  re t rouve  sans  dou te  pas  chez  des  popu la t i ons  na tu re l l es  de

p h y t o p l a n c t o n  p u i s q u e  ' l e s  
c o n d i t i o n s  e n v i r o n n e m e n t a l e s  i m p o s e n t  u n e

synch ron ic i t é  au  cyc le  ce l l u la i re .  Tou te fo ' i s ,  se lon  Shu te r  (1979)  l a  c ro i ssance

phy top lanc ton ique  peu t  ê t re  cons idé rée  en  équ i l i b re  l o rsque  I ' on  t ' i en t  conp te

des  taux  moyens  d 'ass im i l a t i on  des  d i ve rs  é lémen ts  nu t r i t ' i f s  su r  t ou te  l a

p é r i o d e  d u  c y c l e  c e l l u l a i r e  i m p o s é  p a r  l e s  c o n d i t i o n s  d e  l r e n v i r o n n e m e n t .

Les  cu l tu res  de  S .  cap r i co rnu tum ayan t  se rv i  aux  d i ve rses  expé r iences

é ta ien t  ma in tenues  dans  des  cond i t i ons  assu ran t  1 'asynch ron ' i c i t é .  À  ce t te  f i n ,
' les 

populat ions éta ient  conservées dans une chambre à envi ronnement  contrô lé

(Conv i ron ,  modè ' l e  3023)  sous  des  cond i t i ons  d 'éc la i remen t  con t i nu  (65  l rE .m-z

s -1 :  ' i n tens i té  l um ineuse  sa tu ran te  pou r  1a  pho tosyn thèse ;  c . f .  F igu re  3 .1 ) ,  à

une  tempéra tu re  de  22oC,  avec  un  appor t  régu l i e r  en  é lémen ts  nu t r i t i f s  (m i ' l i eu

de  cu l tu re  AAP nod i f  i é ,  sans  EDTA:  Ch ' i audan i  e t  V ign i  1978) .

Chaque expér ience éta i t  réa l  isée en incubant  des populat ions

asynchrones dans des boute i  I  les en polycarbonate de 2A L.  E l  les éta ient

ma in tenues  dans  l es  mêmes  cond j t i ons  d réc la i remen t  e t  de  tempéra tu re  que  ce l l es

déc r i t es  au  pa rag raphe  p récéden t .  Le  pH é ta i t  ma in tenu  à  7 .2  +  0 .2  pa r  1 'a jou t

automat ' ique de C0,  (Bates et  a l  .  1985)  contrô lé  à I  'a ide d 'un système

au tomat ique  ( con t rô leu r  de  pH Hor i zon  Eco logy  Co . ,  modè ' l e  5997) .  Ce  con t rô le  du

pH év i te  l a  I  im i ta t i on  en  ca rbone  (Toer ien  e t  a l  .  i 971 ) ,  i l i n im ise  l es

mod i f i ca t i ons  dans  l a  spéc ia t i on  du  Cd  au  cou rs  des  expé r iences  e t  assu re  l a
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prédominance  de  l a  fo rme  ion ique  du  Cd  (96% du  Cd  p résen t  sous  l a  f o rme  Cd2* :

m o d è l e  d r é q u i l i b r e s  c h i m i q u e s  M I N E Q L ,  W e s t a l l  e t  a l .  7 9 7 6 ) .  E n f i n ,  l e s  c u l t u r e s

é ta ien t  ag i tées  au  moyen  d 'un  ag i ta teu r  magné t ique  en  Te f l onR.

3 . 2 Dénombremen t  des  ce l l u les  e t  mesure  de  l a  c ro i ssance

3 . 2 . L Dénombrement

Les  ce l l u les  é ta ien t  comptées  qua t re  fo i s  au  moyen  d 'un  compteu r

é lec t ron i ,que  de  pa r t i cu les  mun i  d 'une  ce l ' l u l e  avec  un  o r i f i ce  de  70  pm (Cou l te r

Coun te r ,  modè1e  TA)  se lon  l a  mé thode  déc r i t e  pa r  l e  manu fac tu r i e r  e t

g é n é r a l e m e n t  u t i l i s é e  p o u r  ! . c a p r i c o r n u t u m .  U n e  m e s u r e  d u  v o ' l u m e  c e ' l l u l a i r e

é ta i t  éga lemen t  ob tenue .

3  . 2 . 2 Mesure  de  l a  c ro i ssance

L a  d e n s i t é  c e l  l u l a j r e  m a x i m u m  ( X U )  e s t  l e  p a r a m è t r e  d e  c r o i s s a n c e

t r a d ' i t i o n n e l l e m e n t  u t i ' l i s é  l o r s  d e  b i o e s s a i s  e n  c u l t u r e  s t a t i q u e  ( M i l l e r  e t  a l  .

1 9 7 8 ) .  I l  e s t  t o u t e f o i s  d i f f i c i l e  d e  d é t e r m i n e r ' l e s  f a c t e u r s  q u i  c o n t r ô l e n t

1  ' e x p r e s s i o n  d e  l a  v a 1 e u r  X ,  ( T o e r i e n  e t  a l .  1 , 9 7 L ) .  E n  e f f e t ,  X ,  e s t  f o n c t i o n

d e  l a  t a i l l e  i n i t i a l e  d e  l r i n o c u l u m  ( X o ) ,  d u  t a u x  d e  c r o i s s a n c e  ( u )  e t  d u  t e m p s

r e q u i s  p o u r  q u e  u  =  0  ( t " )  ( F i g u r e  3 . 2 ) . X ,  p e u t  ê t r e  e x p r i m é  p a r  l ' é q u a t i o n :

XM = Xo tHt' ( 3 . 1 )
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Le  taux  de  c ro i ssance  (U)  mesuré  pendan t  l a  phase  exponen t ie l l e  de

c r o ' i s s a n c e  ( F i g u r e  3 . 2 )  a p p a r a î t  u n e  m e i l  l e u r e  m e s u r e  d e  l a  c r o i s s a n c e  a ' l g a 1 e

(Toer ien  e t  a l .  1971 ) .  En  e f fe t ,  1e  taux  de  c ro i ssance  p  d run  m ic ro -o rgan ' i sme

e s t  f o n c t i o n  d e  i a  c a p a c i t é  d e  c r o i s s a n c e  d e  I ' e s p è c e  ( U * " * )  e t  d e s  c o n d i t i o n s

env i ronnemen ta les  p réva lan t  au  momen t  de  l rexpé r ience .  Conséquemment ,  p  dev ra i t

ê t re un paramètre permet tant  une nre i  I  leure in terprétat ion des condi t ions

l i m i t a n t e s  p o u r ' l a  c r o i s s a n c e .  L e  t a u x  d e  c r o j s s a n c e  s e m b l e ,  p a r  a i l l e u r s ,  ê t r e

u n  i n d i c a t e u r  s e n s i b l e  d e  l a  t o x i c i t é  d e s  m é t a u x  ( H a l l  e t  a ' | . 1 9 8 9 ) .

Le  taux  de  c ro i ssance  a  é té  ca l cu lé  à  pa r t i r  des  données  de  dens ' i t é

c e l l u l a i r e  a u  m o y e n  d e  l ' é q u a t i o n  s u i v a n t e :

l n  X n * l  -  1 n  X n

u - ( 3 . 2 )
tn*L -  tn

ce l l u les  au  temps  tna l

c e l l u l e s  a u  t e m p s  t n

(  Toer  i  en e t  a l  .  1 9 7 1 ) .

3 . 3 Protocole expér imenta l  des expér iences de récupérat ion

3 . 3 .  1 Pér ' iode d I  exposi t ' ion_au Cd

P e n d a n t  l a  p h a s e  d e  l a t e n c e  d ' u n e  c u l t u r e  s t a t i q u e ,  1 e s  c e l l u l e s  s e

p r é p a r e n t  p o u r  l a  d i v i s i o n  c e l  l u l a i r e .  P a r  a i 1 ' l e u r s ,  1 a  p é r i o d e  d e  t e m p s

de

de

ou xn*1.

Xn

nombre

nombre
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é c o u l é e  e n t r e  l ' i n o c u l a t i o n  d u  m i l i e u  d e  c u l t u r e  e t  l e  d é b u t  d e  l a  d i v i s i o n

c e l  l u l a i r e  d é p e n d  d e  1 r â g e  d e  I ' i n o c u l u m ;  c ' e s t - à - d i r e  d e  I  ' é t a t  p h y s ' i o l o g i q u e

d e s  c e ' l l u l e s .  A i n s i ,  1 r é t a t  p h y s i o l o g ' i q u e  d e s  c e l l u l e s  p e n d a n t  l a  p h a s e  d e

la tence  pou r ra i t  ê t re  d ' i f f é ren t  d 'une  expé r jence  à  l r au t re .  A f i n  d 'assu re r  des

cond i t i ons  phys io log iques  p ' l us  homogènes  d rune  expér ience  à  I ' au t re ,  t ou tes  l es

expér iences  on t  é té  i n i t i ées  au  débu t  de  l a  phase  exponen t ' i e l l e  de  c ro i ssance .

Les expér i  ences ont  donc été réa l  i  sées au moment  où 
' la  

cro ' issance des

popu la t i ons  é ta i t  "en  équ i l  j b re ' r  ( c . f  .  sec t i on  3 .1 ) .  Le  débu t  de  l a  pén ' i ode

d 'expos i t i on  au  Cd  de  chacune  des  expé r iences  co înc ide  avec  l e  débu t  de  l a

p h a s e  d e  c r o i s s a n c e  e x p o n e n t i e l l e .

3 . 3 . 2 Pér iode de_récupérat ion

Les expér iences présentées aux chapi t res 5,  6  et  7  ont  pour  but  de

déc r i re  l es  p rocessus  phys io log iques  imp l i qués  dans  Ia  récupéra t i on  de  l a

c ro ' i ssance ,  a ins i  que  l es  va r ia t i ons  dans  l es  teneurs  ce l l u la i res  en  Cd  au

cours  des  pé r iodes  d 'expos i t i on  e t  de  récupéra t i on .  Un  p ro toco le  expé r imen ta l

pe rme t tan t  l a  récupéra t i on  de  l a  c ro i ssance  ap rès  une  expos i t i on  au  Cd  a  donc

dû  ê t re  é labo ré .

P l u s j e u r s  a u t e u r s  o n t  o b s e r v é  1 a  r e p r i s e  d e  l a  c r o i s s a n c e  d ' a l g u e s

exposées  au  Cd  su ' i t e  à  l eu r  t rans fe r t  dans  du  m i l ' i eu  de  cu l tu re  non -con tamjné

(Cossa  L976 ;  Conway  e t  W ' i l l i ams  L979 ;  Thompson  e t  a l .  1987 ) .  Thompson  e t  a l .

(1987)  on t  cependan t  obse rvé  qu 'un  te l  t r ans fe r t  de  ! .  cap r i co rnu tum mena i t  à

la  réappar i t i on  d rune  phase  de  l a tence .  Ce t te  mé thode  de  p rovoquer  l a

d é s o r p t i o n  o u  l r é l i m i n a t j o n  d u  C d  p r i s  e n  c h a r g e  p a r  i e s  c e l l u l e s  e t  l a  r e p r i s e

d e  l a  c r o i s s a n c e  n ' a  d o n c  p a s  é t é  r e t e n u e  p o u r  l e s  f i n s  d u  p r é s e n t  t r a v a i l .
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Fos te r  e t  More l  (1982)  a ins i  que  Har r i son  e t  More l  (1983)  on t

d é m o n t r é  q u e  l r i n h i b i t i o n  d e  l a  c r o i s s a n c e  d e  l a  d i a t o m é e  T h a l a s s i o s i r a

we iss f l og i i  pa r  ' l e  
Cd  pouva i t  ê t re  renve rsée  pa r  1 'a jou t  d 'EDTA (ac ide

é t h y l è n e d ' i a m i n e t e t r a a c é t i q u e )  a u  m i l  i e u  d e  c u 1 t u r e .  L ' E D T A  ( 1 . 5  x  1 0 - s M  e L  2 . 2 9

x  10 -aM:  Har r i son  e t  More l  1983)  ag i ssa i t  en  d im ' i nuan t  l a  concen t ra t j on  de

l r i o n  l i b r e  d e  C d .  L e u r s  r é s u l t a t s  s u g g è r e n t  p a r  a i l l e u r s  u n e  r e p r i s e  d e  l a

c ro i ssance  sans  phase  de  l a tence  p réa ' l ab le .  L ' a jou t  d 'EDTA d ' i r ec temen t  au

mi l  i eu  de  cu l tu re  appara i ssa j t  donc  un  moyen  e f f i cace  de  p rovoquer  l a

récupéra t i on  de  l a  c ro i ssance .

Cet te méthode a été retenue pour  les t ravaux sur  la  récupérat ion

( c h a p i t r e s  5 , 6  e t  7 )  p u i s q u e  l e s  r é s u l t a t s  d r u n e  e x p é r i e n c e  p r é l i m i n a ' i r e  o n t

démon t ré  que  I ' a j ou t  de  2 .67  x  L0 -6M EDTA,  ap rès  48  h  de  c ro i ssance  dans  l es

c o n d i t i o n s  d e  c u l t u r e  d é c r i t e s  à l a  s e c t i o n  3 . 1 ,  n r a v a i t  p a s  d ' e f f e t

s i g n i f j c a t i f  ( T a b l e a u  3 . 1 )  s u r  l a  c r o i s s a n c e  ( F i g u r e  3 . 3 ) ,  l a  p h o t o s y n t h è s e

( F i g u r e  3 . 4 )  e t  l e s  t e n e u r s  c e l  l u l a i r e s  e n  A T P  ( F i g u r e  3 . 5 )  ,  d e  l .

capr icornutum. L 'EDTA semble toutefo is  amél jorer  
' les 

taux de photosynthèse et

cec j  pou r ra i t  ê t re  l e  résu l ta t  d rune  augmen ta t ' i on  de  l a  d i spon ib i l i t é  du  fe r

pou r  1es  ce l  I  u ' l es .

Ce t te  concen t ra t i on  d 'EDTA pe rme t  de  comp lexe r  env i ron  75% de  I ' i on

C d 2 *  e n  s o l u t i o n  d a n s  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e  A A P  m o d i f i é  ( T a b l e a u  3 . 2 )  ( m o d è i e

d 'équ i l i b res  ch im iques  MINEQL:  l r / es ta l l  e t  a l  .  L976 ) .  Con t ra i remen t  à  des  mé taux

te l  que  l e  Cu  qu ' i  se  comp lexen t  p resque  to ta lemen t  à  l a  ma t iè re  o rgan ique

d i s s o u t e  o u  p a r t i c u l a i r e  ( F l o r e n c e  1 9 7 7 ) ,  1 e  C d  n ' a  p a s  u n e  a u s s i  g r a n d e

af f  in i té  pour  ces I  iga i rds (Mantoura et  a l  .  1978) .  Conséquemment  
' la  

forme Cd2*

peut  demeurer  impor tante.
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T a b l e a u  3 . 1 :  A n a l y s e  d e  l a  v a r i a n c e  d e s  d o n n é e s  d e  d e n s i t é  c e l l u l a i r e ,  d e

p h o t o s y n t h è s e  e t  d ' A T P  c e l  l u l a i r e  d ' u n e  p o p u ' l a t i o n  t é m o i n  d e

S .  cap r j co rnu tum e t  d rune  popu la t i on  ayan t  reçu  2 .67  x  10 -6M EDTA

après  48  h  de  c ro i ssance .

Paramètre Rappor t  F Probab i ' l i t é

0 e n s i t é  c e l  l u l a ' i r e

( c e 1  l u l e s  . m L - 1 )

0 .  0 1 8 0 . 8 9

Photosynthèse

( U g  C ' c e l  l u l e - 1 ' h - 1 )

3 .  5 4 1 0 . 0 7

A T P  c e l  I  u l a i r e

( m o 1 e  A T P . c e ' l l u l e - 1 )

0 . 7 5 0 0 . 4 0
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ï a b l e a u  3 . 2 : Spéc ia t i on  du  Cd  (% du

mod i f i é ,  avan t  e t  ap rès

Cd tota l  )  dans

l t a j o u t  d e  2 . 6 7

l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e  A A P

x  10 -6M EDTA.

cd

E x p o s l t i o n

(sans  EDTA)

3 0  U g  C d . L - l 1 0 0  u g  C d ' L - 1

Récupérat i  on

(avec EDTA)

3 0  u g  C d . L - l  1 0 0  U 9  C d . L - t

cd2 *

c d ( c 1 ) .

cd(oH ) .

Cd-EDTA

9 6 . 2

1 . 6

1 . 4

96.2

1 . 6

1 . 4

8 3  . 8

1 . 4

t . 2

L 2 . 9

8 4 . 1

1 . 4

L . 2

L 2 . 6
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En résumé,  dans  l es  expé r iences  t ra i t an t  de  l a  récupéra t i on  de  l a

c r o i s s a n c e ,  l a  p é r i o d e  d ' e x p o s i t i o n  a u  C d  p r é c è d e  1 ' a j o u t  d e  2 . 6 7  x  L 0 - 6 M  E D T A ,

tand is  que  l a  pé r iode  de  récupéra t i on  y  fa i t  su i t e .

3 . 4 Dosage des nucléot ides adénylates

L ' A T P  p e u t  ê t r e  m e s u r é

chromatograph iques ,  rad io - iso top iques  e t

réac t ion  b io luminescente  du  complexe

1  a r g e m e n t  a c c e p t é e  é t a n t  d o n n é  s a

reproduc t ib i l i té  (Kar l  1980) .  La  méthode

par  S t reh le r  e t  To t te r  (1952)  exp lo i te  la

p a r  u n e  v a r i é t é  d e  m é t h o d e s

enzymat i ques . La méthode ut' i  I i  sant I a

1  uc i fé r ine- l  uc i fé rase  es t  tou te fo i  s

r a p i d i t é ,  s a  s e n s i b i l i t é  e t  s a

d e  d o s a g e  d e  I ' A T P  d é c r i t e  à  l r o r i g i n e

réac t ion  ca ta lysée par  la  luc i fé rase :

I  uc i  férase
A T P + 1 u c i f é r j n e r é d u i t e + 0 e - A M P + P P . + C 0 , + ] u m i è r e ( 3 . 3 )

Mg2 *

Cet te méthode permet  égalenrent  de mesurer  I 'ADP et  I |AMP après leur  convers ion

enzymat ique en ATP (Kar l  e t  Holm-Hansen 1978)  se lon les réact ions su ivantes:

Pyruvate
k i  nase

A D P + p h o s p h o ( e n o 1 ) - p y r u v a t e æ > A T P + p y r u v a t e ( 3 . 4 )

Adény1 ate
k i  nase

AMP + ATP

(Romano et  Daumas 1981) .

2 ADP ( 3 . 5 )

Ces  réac t j ons  (3 .4  e t

qu 'une température et  un temps

3.5)  nécess i ten t  des  enzymes

de réac t ion  spéc i f iques .  Des

p u r i f i é e s  a ' i n s i

expé r iences  on t



donc  é té

d e  I ' A M P

d r A D P  e t

appara î t
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r é a l i s é e s  a f i n  d e  m a x i m i s e r  l e s  c o n v e r s i o n s  e n z y m a t i q u e s  d e  I r A D P  e t

en  ATP.  Tous  l es  réac t i f s  enzymat iques  a jns i  que  l es  é fa lons  d rATP,

d 'AMP prov iennent  de 1a Sigma Chem' ica l  Company.  La l ' is te  des réact i f  s

a u  t a b l e a u  3 . 3 .

3 . 4 . L Dosage_de l'ôT!

Kar l  e t  Holm-Hansen (1978)  suggèrent  de doser  I  'ATP en a joutant  50 pL

de néact ' i f  A qui  est  une so lut ion contenant  L5 mM MgCl ,  e t  75 mM de tampon

phospha te ,  à  200  UL  d 'ex t ra i t  d |ATP.  Nous  avons  remp lacé  ce t te  so lu t i on  pa r  un

tampon (ATP assay mix d ' i lu t ion buf fer ;  S igma Chem' ica ' l  Company)  reconst i tué avec

d e  I ' e a u  m i l l i p o r e  ( s y s t è m e  M i l l i p o r e  M i l l i  Q 3  R 0 / l , t i l l - Q Z )  L e  d o s a g e  d e  I ' A T P

a  é té  e f fec tué  en  a jou tan t  100  gL  de  tampon  (Réac t i f  A )  à  100  UL  d 'ex t ra i t .

Cet te  méthode donne des mesures reproduct ' ib ' les pour  la  gamme de

concen t ra t i ons  d rATP re t rouvées .  Les  coe f f i c i en ts  de  va r ia t i on  on t  va r i é  en t re

7% e t  L2%.  La  f i gu re  3 .6  donne  un  ape rçu  des  d ro i t es  ob tenues .

3 . 4 . 2 Dosage_de l 'ôDg

La  mé thode  u t i l i sée  es t  dé r i vée  de  ce l l e  de  Kar l  e t  Ho lm-Hansen

(1978) .  L rADP a  é té  dosée  avec  un  réac t i f  B  cons t ' i t ué  de  tampon  de  d i l u t i on

(ATP assay  m ix  d i l u t i on  bu f fe r ;  S igma Chemica l  Company )  con tenan t  1  mM de

phospho(eno1 ) -pyruvate et  1000 uni tés de pyruvate k inase (  1  uni té  de PK

t rans fo rmera  1 .0  Umo le  PEP en  py ruva te  pa r  m ' i nu te  à  37oC;  S igma 1986) .



-49-

T a b l e a u  3 . 3 :  R é a c t i f s  u t i l ' i s é s  p o u r  1 e  d o s a g e  d e s  n u c l é o t i d e s  a d é n y 1 a t e s .

Réact i  f No .  Ca ta logue*

Adenos ine  S ' - t r i phospha te  (ATP)  s tandard  FL -AAS

D j s o d i u m  s a ' l t , ' l y o p h i l  i z e d  p o w d e r

Adenos ine  5 ' -d iphospha te  Sod ium sa l t

Grade ïX:  95-99% f rom equine muscle

46521

Adenosine S ' -monophosphate Sodium sal t  AL877

S igma Grade  99 -100% Type  I i I :  c r ys ta l l i ne

f rom equ ine  musc le

Adenos ' i ne  S ' - t r i phospha te  (ATP)  Assay  m ix ,  FL -AAM

lyophi  I  ized powder

Adenos jne  S ' - t r i phospha te  (ATP)  Assay  m ix ,  FL -AAB

d i ' l u t j on  bu f fe r ,  l yoph i l  j zed  powder

Phospho(eno l  )py ruva te  t r i sod ium sa l t

hyd ra te  c rys ta l ' l i ne

P7002

Pyruva te  k inase  Type  I I I  l yoph i l i zed  P9136

essen t ia l l y  sa l t - f ree  powder  f rom rabb j t  musc le

Myok inase  f rom po rc ine  musc le ,  suspens ion  i n  M3382

3 . 2 M  ( N H 4 ) 2 5 0 4  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  0 . 0 0 1 M  E D T A ,  p H  6 . 0

*  Ca ta logue  S igma,  1988 .
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L 'e f f  i cac i t é  de  1a  réac t ' i on  enzymat ique  de  conve rs ion  de  I  'ADP en  ATP

a  é t é  v é r i f i é e  e n  c o m p a r a n t  l ' é m ' i s s ' i o n  d e  l u m i è r e  d ' é t a l o n s  d ' A D P  à  c e l l e

d f  é t a l o n s  d ' A T P  p o u r  u n e  p l a g e  d e  c o n c e n t r a t i o n s  d e  2 . 5  x  ! 0 - 1 o M  à  7 . 5  x  L Q - ? M .

Les  é ta lons  d rATP e t  d 'ADP on t  é té  p répa rés  dans  une  sô lu t i on  de  4 .5  DMSO /

5 .5  M0PS (v / v )  (DMS0:  d imé thy l  su l f oxyde ;  MOPS:  ac ide  4 -morpho l  i nop ropy l -

su l fon ique ) .  Cen t  FL  d 'é ta lon  e t  100  UL  de  réac t i f  B  é ta ' i en t  p ipe t tés  dans  des

cuve t tes .  E l l es  é ta ien t  ensu i te  i ncubées  pendan t  30  m in  à  l a  t empéra tu re  de  l a

p i è c e .  À  i a  f i n  d e  l a  p é r i o d e  d r i n c u b a t i o n ,  l e s  é t a l o n s  d ' A T P  e t  d ' A D P  é t a i e n t

dosés  pa r  b io lum inescence  avec  un  l um inomèt re  LKB (modè1e  1251) .  Dans  ces

cond i t i ons  
' l e  

t aux  moyen  de  conve rs ion  de  I 'ADP en  ATP é ta i t  de  104% (Tab leau

3 . 4 ) .

L ' e f f i c a c i t é  d e  c e s  c o n d i t i o n s  d ' a n a l y s e  a  e n s u i t e  é t é  v é r i f i é e  s u r

des  so lu t i ons  con tenan t  des  concen t ra t i ons  connues  des  deux  nuc léo t i des

adény ' l a tes  (ATP e t  ADP) .  Pour  ce  fa i re ,  100  uL  d 'échan t i l l on  e t  100  uL  de

réact i f  A éta ient  p ipet tés dans des cuvet tes marquées r rArr  tandis  que 100 UL

dréchan t i l l on  e t  100  t t l  de  réac t i f  B  é ta ien t  p ipe t tés  dans  des  cuve t tes

marquées  r rB r r .  Ap rès  30  m in  d r i ncuba t i on ,  I  tATP é ta ' i t  dosé  pa r  b ' i o lum inescence .

L a  c o n c e n t r a t j o n  d r A T P  é t a i t  o b t e n u e  d i r e c t e m e n t  p a r  l a  l e c t u r e  d e

l r é c h a n t j l l o n  A ;  t a n d i s  q u e  I ' A 0 P  é t a i t  o b t e n u e  p a r  l a  d i f f é r e n c e  B - A

( (ADP +  ATP)  -  ATP) .  Le  taux  de  conve rs ion  de  I 'ADP en  ATP é ta i t  de  I ' o rd re  de

1 0 1 %  ( T a b ' l e a u  3 . 5 ) .

Étant  donné 
' la  

convers i  on comp' lè te de I  '  ADP en ATP dans I  es

cond ' i t  j ons  déc r i t es  c i -hau t ,  ce  p ro toco le  a  é té  u t i ' l i sé  pou r  ' l es  
dosages  d rADP

ef fec tués  pou r  1e  t rava i l  p résen té  au  chap i t re  7 .



T a b l e a u  3 . 4 :  T a u x

à i a

de  conve rs ion  de

température de la

ATP après  30  minu tes  d ' incubat ion

2 2 " C ) .
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I ' A D P  e n

Pièce (^,

Concentrat i  on

ADP

Convers i  on*

2 . 5  x  L 0 - 1 o M

7 . 5  x  L 0 - 1 o M

5 . 0  x  L 0 - e  M

7 . 5  x  1 0 - s  M

2 . 5  x  L 0 - 8  M

5 . 0  x  1 0 - 8  M

7 . 5  x  1 0 - 8  M

2 . 5  x  1 0 - ?  M

5 . 0  x  L 0 - 7  M

7 . 5  x  1 0 - 7  M

103

114

1.04

1 i 3

L22

97

114

90

88

94

*  Moyenne de t ro is  mesures
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T a b l e a u  3 . 5 :  T a u x  d e  c o n v e r s i o n  d e  I ' A D P  e n  A T P  d a n s  d e s  s o l u t i o n s  c o n t e n a n t

des  concen t ra t ' i ons  connues  de  ces  deux  nuc léo t i des  adény ' l a tes .

Concentrat ion de

nuc léo t i des  adény ia tes

Convers ion*

5  x  L0 -8M ATP +  5  x  10 -8M ADP

5 x  10 -8M ATP +  5  x  L0 -sM ADP

7 . 5  x  1 0 - 7 M  A T P  +  2 . 5  x  1 0 - s M  A D P

107

93

97

*  Moyenne  de  t ro i s  mesures .
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3 . 4 . 3

Plus jeu rs  expé r iences  on t  é té  réa l i sées  en  vue  de  me t t re  au  po in t  une

méthode de dosage de I  rAMP permet tant  une bonne ef f icac i té  de convers ion de

I |AMP en  ATP pa r  l es  réac t i ons  3 .4  e t  3 .5 .  Les  sous -sec t i ons  A  e t  B  p résen ten t

l es  essa is  réa l i sés  avec  deux  réac t i f s  enzymat iques  d i f f é ren ts ,  t and is  que  l es

essa is  p résen tés  dans  l es  sous -sec t i ons  C  e t  D  on t  se rv i  respec t i vemen t  à

vé r ' i f i e r  l a  concen t ra t i on  d 'ATP e t  l a  du rée  d r i ncuba t ion  donnan t  l es  me i l l eu rs

taux de convers ' ion de I  'AMP en ATP.  Ces essajs  ont  é té ef fectués en comparant

l a  b j o l u m i n e s c e n c e  é m i s e  p a r  l e s  é t a l o n s  d ' A M P  à  c e l l e  é m i s e  p a r  d e s  é t a l o n s

d 'ATP.  Tou t  comme pour  l es  essa i s  déc r i t s  dans  l es  sec t ' i ons  p récéden tes ,  l es

éta lons ont  é té préparés dans le  DMS0/M0PS.

A - Uti l isation d'un réactif  C constitué à part ir du tampon Sigma

La  so lu t i on  enzymat ique  (Réac t i f  C )  se rvan t  à  l a  conve rs ' i on  de  I 'AMP

en ATP a été préparée en a joutant  33 pL d 'adénylate k inase ( -  250 uni tés)  par

1 0 0  m L  d e  r é a c t i f  B  ( c . f .  s e c t i o n  3 . 4 . 2 ) .  L e s  é c h a n t i l l o n s  ( 2 0 0  U L  d ' é t a l o n  +

L92 UL Réact i f  C + 8 UL ATP 10-sM) éta ' ient  incubés à 30oC pendant  deux heures

(Madar iaga  1986) .  L rATP é ta i t  a jou té  pa rce  qu ' i 1  es t  nécessa i re  au  dé rou lemen t

de  l a  réac t i on  ( c . f .  r éac t i on  3 .5 ) .  Les  résu l ta t s  de  ce t te  expé r ience

démon t ren t  une  fa ib le  e f f i cac i t é  de  conve rs ion  de  I  rAMP en  ATP à  des

c o n c e n t r a t i o n s  d ' A M P  <  2 . 5  x  1 0 - 7 M  ( T a b l e a u  3 . 6 ) .

Dosaoe  de  I |AMP
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Tab leau  3 .6 :  Taux  de  conve rs jon  de  I |AMP en  ATP ap rès  2h  d t  i ncuba t i on  à  30oC.

% de convers ' ion

Concentrat  i  on

AMP S é r i e  L * Sér ie  2* X

7 . 5  x  1 0 - 7

5 . 0  x  1 0 - ?

2 . 5  x  l 0 - 7

7 . 5  x  1 0 - 8

5 . 0  x  1 0 - 8

2 . 5  x  1 0 - 8

7 . 5  x  1 0 - s

5 . 0  x  L O - s

2 . 5  x  1 0 - s

73

61

39

L2

8

L2

3

19

2t

75

88

39

1 1

10

14

9

4

1 3

74

7 4 . 5

39

1 1 . 5

9

1 3

6

1 1 . 5

t7

Moyenne  de  t ro i s  mesures .
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B - Uti l isation du réactif  C de Karl et Holn-Hansen (1978)

Cet  essa i  a  é té  réa l i sé  au  moyen du  réac t i f  C  préparé  se lon  la

méthode de Kar l  et  Holm-Hansen (1978).  Un l i t re de ce réact i f  enzymat ique

c o n t i e n t  7 5  m M  K 2 H P 0 4 , 1 5  m M  M g C l r , 0 . 5  m M  p h o s p h o ( e n o l ) - p y r u v a t e , 7 5 0  u n i t é s

de pyruvate  k inase e t  750 un i tés  d 'adény la te  k jnase.  Dans des  cond i t ions

d ' i n c u b a t i o n  i d e n t i q u e s  à  c e l ' l e s  d u  p r e m i e r  e s s a i  ( A ) ,  l t e f f  i c a c i t é  d e  
' l a

réact ion enzymatique demeure inadéquate pour les fa ib les concentrat jons d 'AMP

(Tab1 eau 3  .7  )  .

C - l , lodif ication de la quantité drATP ajoutée

L 'e f f  i cac i t é  de  l a  réac t i on  de  
' l  ' adény la te  k inase  es t  ' i n f  l uencée  pa r

' l a  
concen t ra t i on  to ta le  de  nuc léo t i des  adény la tes  dans  l réchan t i l l on  (Ka r1  e t

Ho lm-Hansen  1973) .  Dans  l e  bu t  d 'amé l i o re r  l e  t aux  de  conve rs ion  de  I |AMP en

ATP le  rappor t  AMP/ATP des échant i l lons a été var ié  ent re 75 et  750.  Les essais

ont  é té ef fectués avec le  réact i f  C de Kar l  e t  Holm-Hansen (1978)  et  avec les

c o n d i t i o n s  d ' i n c u b a t i o n  d é c r i t e s  e n  B .

L r e f f i c a c i t é  d e  c o n v e r s i o n  d e  I r A M P  n ' a  p a s  é t é  a m é l i o r é e  p a r  l e s

d ' i ve rs  a jou ts  d  rATP (Tab ' l eau  3 .8 )  .

D - Variat ion de la durée de I I  incubation

Les t ravaux de Madar iaga (1986)  ont  démontré que la  durée de

I ' i n c u b a t i o n  p o u v a i t  i n f l u e n c e r ' l e  t a u x  d e  c o n v e r s i o n  d e  I ' A M P  e n  A T P .  L a
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Tab leau  3 .7 :  Taux  de  conve rs ion  de  I 'AMP en  ATP ap rès  2h  d t j ncuba t ' i on  à  30oC

avec  l e  réac t ' i f  C  de  Kar l  e t  Ho lm-Hansen  (1978) .

Concentrat i  on

AMP

Convers i  on*

7 . 5  x  L 0 - 7

5 . 0  x  1 . 0 -  7

2 . 5  x  1 0 - 7

7 . 5  x  1 0 - 8

72

40

7

2

*  Moyenne de 3 mesures
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T a b l e a u  3 . 8 :  E f f e t  d u  r a p p o r t  A M P / A T P  s u r ' l e  t a u x  d e  c o n v e r s i o n  d e  I r A M P  e n

A T P .

Concentrat  i  on

AMP

Rapport

AMP/ATP

Convers  i  on*
o/
/o

7 . 5  x  L 0 - 7

5 . 0  x  1 0 - 7

7 . 5  x  L 0 - 8

750

500

250

7 5

750

500

250

75

750

500

250

75

56

55

58

57

45

44

45

48

1

1

I

1

* Moyenne de trois mesures



-59-

p résen te  expé r ience  a  donc  é té  réa l i sée  a f i n

d a n s  l a  d u r é e  d r i n c u b a t i o n  p o u v a i t  a m é l i o r e r

ATP aux  concen t ra t i ons  d 'AMP S  2 .5  x  L0 -7M.

d e  v é r i f i e r  s i  u n e  m o d i f i c a t i o n

le  taux  de  conve rs ion  de  I 'AMP en

D a n s  l e s  c o n d i t i o n s  d é c r i t e s  p r é c é d e m m e n t  ( B ) ,  d e s  d u r é e s

d ' ' i ncuba t i on  van ian t  en t re  0 .5h  e t  2h  n t  on t  pas  amé l  i o ré  l e  t aux  de  conve rs ion

de  I fAMP en  ATP pour  des  concen t ra t i ons  d ]A l ' {P  <  2 .5  x  10 -7M (Tab leau  3 .9 ) .

L 'ensemb le  des  t ravaux  qu i  on t  é té  réa l ' i sés  démon t re  que  1e  dosage  de

I 'A t lP  es t  impra t i quab le  aux  concen t ra t i ons  <  2 .5  x  10 -?M.  É tan t  donné  que  1es

t ravaux de Thompson et  a l  .  ( i987)  révèlent  que les concentrat ' ions d 'ATP

rencon t rées  dans  des  cu l tu res  de  ! .  cap r l co rnu tum (dens i té  ce l l u la i re  >  15000

ce l  l u les .mL-1 )  son t  généra lemen t  i n fé r i eu res  à  2 .3  x  1 .0 -7M,  seu le  
' l  'ATP e t

I rADP se ron t  dosés  dans  l e  p résen t  t rava i l .  Le  p ro toco le  d 'ex t rac t i on  des

nuc léo t j des  adény la tes  a ins i  que  l a  mé thode  de  dosage  de  I |ATP e t  de  I 'ADP son t

d é t a i l l é s  à  l a  s e c t i o n  7 . 2 . 1 . . 1 .

3 . 5 Mesure  de  l a  reso i ra t i on

La  resp i ra t i on  génère  de  I  rATP e t  du  NADH a ins i  que  des  mo lécu les

ca rbonées  qu j  peuven t  ê t re  u t i l i sées  pou r  Ies  beso ins  s t ruc tu raux  e t  de  b io -

s y n t h è s e  d e s  c e l  l u l e s  a l g a l e s  ( B u r r i s  1 9 8 0 ) .  M a l g r é  
' l ' i m p o r t a n c e  

d e  l a

resp i ra t i on ,  re la t i vemen t  peu  de  t ravaux  on t  po r té  su r  l ' é tude  de  ce t te  vo ie

métabo l i que  chez  1e  phy top lanc ton  (Har r i s  1 .978 ) .



T a b l e a u  3 . 9 :  E f f e t

]  IAMP

de

en
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' l a  
du rée  de  l ' i ncuba t i on  su r  l e  t aux  de  conve rs ion  de

A T P .

Concentrat  i  on
AMP

Incubat i  on
( heure )

Convers ' ion
%

7 . 5  x  1 0 - 7 M

5 . 0  x  L 0 - 7 M

2 . 5  x  L 0 - 7 M

7 . 5  x  1 0 - 8 M

5 . 0  x  L 0 - 8 M

2 . 5  x  1 0 - 8 M

0 . 5
1
L . 5
2

0 . 5
1
1 . 5
2

0 . 5
L
1 . 5
2

0 . 5
1
1 . 5
2

0 . 5
1
1 . 5
2

0 . 5
1
1 . 5
2

1
t37
105
8t

1
3 1
58
76

1 . 5
4

1 1
3 1

< 1
< 1

4 . 5
2

< L
< 1

4 . 5
2

< 1
< 1
< L
< 1

Moyenne de quatre mesures.
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La  resp i ra t i on  es t  généra lemen t  mesurée  en  su i van t  l es  va r ia t i ons  des

c o n c e n t r a t j o n s  d r o x y g è n e  l o r s  d ' i n c u b a t i o n  à  I ' o b s c u r i t é  ( Y o u n g  e t  a l .  1 9 8 0 ;

S tou t  e t  K i l ham 1983 ;  Fa l kowsk i  e t  a l .  1985 ;  Grobbe laa r  e t  Soeder  1985 ;  S impson

e t  Ea ton  1986) .  Ce t te  mé thode  nécess i te  p lus ieu rs  heu res  d ' i ncuba t i on  pou r

ob ten i r  des  d im inu t i ons  fac i l emen t  mesurab les  de ' l a  concen t ra t i on  d 'oxygène .

Par  exemp le ,  avec  une  communau té  a lga ' l e  dense  (500  Ug  Ch l -a .L -1 )  i 1  es t

d i f f i c i l e  de  pe rcevo i r  des  va r ia t i ons  du  taux  de  resp i ra t i on  pouvan t  su rven i r  à

des échel les de temps < 4 h (Markager  et  Sand-Jensen 1939) .  La mesure de la

resp i ra t i on  pa r  ce t te  mé thode  à  l a  l um ' i è re  en  p résence  de  DCMU (d i ch lo rophény1-

d imé thy ' l u rée )  (Ya l l op  1982)  es t  con f ron tée  aux  mêmes  d i f f i cu l t és .

La  mesure  de  l a  resp i ra t i on  à  l r obscu r i t é  pa r  l a  pe r te  de  toCO,  de

ce l l u les  a lga les  marquées  avec  du  1aC semb le  cependan t  pe rme t t re  une  me i l l eu re

s e n s i b i l i t é  ( L i  e t  a l .  1 9 8 0 ) .  C e t t e  m é t h o d e  p e r m e t ,  p â r  a i l l e u r s ,  d e  m e s u r e r

I  ru t i l ' i sa t i on  des  d i ve rs  subs t r i a t s  de  l a  resp i ra t i on .

Les t ravaux de Graham et  Turner  (1987)  suggèrent ,  gue le  taux de

resp i ra t i on  mesuré  à  l r obscu r i t é  peu t  ê t re  d i f f é ren t  de  ce lu i  mesuré  à  l a

lum iè re  en  p résence  de  DCMU.  Ces  au teu rs  cons idè ren t  pa r  a ' i 11eu rs  que  l e  taux

mesuré  en  p résence  de  DCMU es t  p lus  rep résen ta t ' i f  de  Ia  resp i ra t i on  à  l a

I  um iè re .

L 'ensemb le  de  ces  cons ' i dé ra t i ons  nous  on t  amené  à  i ne t t re  au  po in t  une

méthode permet , tant  de mesurer  la  respi rat ion chez S.  capr icornutum par  1a per te

d e  c a r b o n e  s o i t  l o r s  d ' u n e  i n c u b a t i o n  à  I ' o b s c u r i t é .  s o i t  à  l a  l u m ' i è r e  e n

présence de DCMU.
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3 . 5 . 1 Mesure_de 1a_respi rati on à  l r o b s c u r i t é

À  I ' i ns ta r  des  t ravaux  de  L j  e t  a l .  ( 1980) ,  l a  resp i ra t i on  é ta ' i t

mesurée  pa r  1a  pe r te  de  ca rbone  lo rs  d ' i ncuba t i on  à  I ' obscu r i t é .  À  ce t te  f i n ,

0 .15  UC i  1aC.mL-1  é ta i t  a jou té  à  des  cu l tu res  asynch rones  d "  ! .  cap r i co rnu tum

et  l es  mé thodes  déc r i t es  à  l a  sec t i on  4 .2 .2  se rva ' i en t  à  mesure r  1a  quan t i t é  de

c a r b o n e  a s s i m i l é e  e t  a l l o u é e  a u x  m a c r o m o ' l é c u l e s  ( p r o t é i n e s , ' l i p i d e s ,  p o l V -

sacchar ides  e t  mé tabo l i t es  à  fa ib le  po ids  mo lécu la i re ) .  La  resp ' i r a t i on  é ta i t

ca l cu ' l ée  se lon  
' l  ' équa t i on :

C  _ C
0 n

f t = ( 3 . 6 )

q u o t a  c e l l u l a i r e  d e

Pg  C 'ce l  I  u ' l  e -  1

q u o t a  c e l l u l a i r e  d e

e n  U g  C . c e l l u ' l e - 1

t,n

carbone au moment  du

c a r b o n e  à  l a  f i n  d e  l a  p é r i o d e  d ' i n c u b a t i o n ,

ou pré1èvement ,  en

t =n

f t =

du rée  de  
' l  ' i ncuba t i on ,  en  heu re

t a u x  d e  r e s p i r a t i o n ,  e n  U g  C . c e l l u l e - 1 - h - 1

Ce t te  mé thode  fou rn i ra  une  éva lua t i on  f i ab le  de  1a  resp i ra t i on  dans

la  mesure  où  I ' exc ré t i on  de  ca rbone  o rgan ique  es t  nég1 igeab1e .  Une  expér ience

pré l im ina i re  a  démon t ré ,  que  chez  une  popu la t i on  témo in  de  S .  cap r i co rnu tum,

l f exc ré t i on  de  ca rbone  o rgan ique  es t  généra lemen t  i n fé r i eu re  à  L .5% du  ca rbone

pho to -ass  im i  I  é .
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A f  i n  d e  s é 1 e c t ' i o n n e r  1 a  p é r i o d e  d ' i n c u b a t i o n  d o n n a n t  u n e  m e s u r e  d e  l a

r e s p i r a t i o n  a v e c  u n e  f a i b l e  v a r i a n c e ,  d e s  d u r é e s  d ' i n c u b a t i o n  e n t r e  L  h  e t  3  h

on t  é té  vé r ' i f i ées .  Les  résu l ta t s  de  deux  expé r iences  e f fec tuées  en  t r i p le

démon t ren t  que  l es  du rées  d r i ncuba t ion  >  2h  fou rn i ssen t  des  mesures  du  taux  de

resp i ra t i on  avec  un  coe f f i c i en t  de  va r ia t i on  <  2A% (Tab leau  3 .10 ) .  Pa r

a ' i l l e u r s ,  u n e  p r o l o n g a t i o n  d e  ] a  d u r é e  d e  l r i n c u b a t i o n  d e  2  à  3  h  n e  c o n t r i b u e

pas  à  d jm inue r  sens ib lemen t  l e  coe f f i c i en t  de  va r ia t i on  des  mesures .

3 . 5 . 2 Mesure_de 1a_respiration_à_lg ]ugigrg en_présence de_DCMU

Chez  les  o rgan jsmes  ch lo rophy l l ' i ens ,  
' l e  

t aux  de  resp i ra t i on  pendan t

1es  pé r iodes  éc la i rées  es t  généra lemen t  cons idé ré  comme é tan t  ' i n fé r i eu r  au  taux

de  resp i ra t i on  pendan t  1es  pé r iodes  d robscu r i t é .  En  e f fe t ,  pendan t  1es  pé r iodes

d e  l u m i è r e , ' l ' A T P  n é c e s s a i r e  a u  f o n c t i o n n e m e n t  d e s  c e l l u l e s  s e r a i t  e n  g r a n d e

par t ie  fourn i  par  1a photosynthèse (Harr is  1978;  Raven et  Beardal l  1981) .  Des

m e s u r e s  d e  r e s p i r a t i o n  e f f e c t u é e s  à  l a  l u m i è r e  s e r a i e n t  d o n c  p l u s

rep résen ta t ' i ves  de  l rac t i v i t é  de  ce t te  vo ie  mé tabo f  i que  pendan t  l es  pé r iodes

éc la ' i r ées .  À  ce t  e f fe t ,  ce r ta ins  au teu rs  on t  mesuré  1a  resp i ra t i on  à  l a  l um iè re

après avoi r  a jouté du DCMU, un inh ib i teur  de la  photosynthèse (Ya11op 1982;

G r a h a m  e t  T u r n e r  1 9 8 7 ) . 0 r  s i  l r o n  a c c e p t e  l a  t h é o r i e  d u  c o n t r ô l e  d e  l a

r e s p i r a t i o n  p a r  I r A T P  ( R a v e n  1 9 8 4 ) ,  l ' i n h i b i t i o n  d e  l a  p h o t o s y n t h è s e  p a r  l e

0CMU dev ra i t  d jm inue r  1a  quan t i t é  d 'ATP générée  pa r  ce t te  vo ie  mé tabo l i que  e t

a i n s ' i  s t i m u l e r  l a  r e s p i r a t ' i o n .  L a  m e s u r e  d e  l a  r e s p i r a t i o n  à  l a  l u m i è r e  e n

p résence  de  DCMU ne  fou rn i ra i t  donc  pas  non  p lus  une  mesure  réa l i s te  du  taux  de

resp i ra t i on  à  l a  l um iè re .  Ma lg ré  l a  con t rove rse ,  ce t te  mé thode  pou r ra i t  ê t re

avan tageuse  s j  e l  l e  f ou rn i ssa i t  des  mesures  de  l a  resp i ra t i on  ayan t  des
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c o e f f i c i e n t s  d e  v a r i a t i o n  i n f é r i e u r s  à  c e u x  o b t e n u s  à  l r o b s c u r j t é  ( c . f .  s o u s -

s e c t , i o n  3 . 5 . i ) .

Se lon  Graham e t  Tu rne r  ( i 987 ) ,  avan t  d 'u t i l i se r  ce t te  mé thode  i l  es t

impor tan t  de  vé r i f i e r  l a  p résence  de  pho tosyn thèse  rés idue l l e "  De  p1us ,  pu i sque

l e  D C M U  e s t  d i s s o u t  d a n s  l e  m é t h a n o 1 ,  i 1  e s t  n é c e s s a i r e  d e  v é r i f i e r  l a  t o x i c i t é

de  ce  so l van t  à  1 'éga rd  de  S .  cap r i co rnu tum.

A - Photosynthèse résiduelle

S i x  é c h a n t i l l o n s  d e  5 0  m L  d r u n e  c u l t u r e  a s y n c h r o n e  d e  ! .

capr icornutum ont  é té répar t is  dans des f lacons en polycarbonate de 250 mL.

Deux  des  échan t i l l ons  on t  reçu  0 .5  mL  de  DCMU 5  x  10 -aM (concen t ra t i on  f i na le

5  x  10 -6M:  Ya l l op  1982)  tand is  que  deux  au t res  échan t i l l ons  on t  reçu  1  mL  de

DCMU 5  x  10 -4M (concen t ra t j on  f i na le  I  x  L0 -sM:  Graham e t  Tu rne r  1987) .  Les

deux  de rn ie rs  échan t i l l ons  on t  se rv i  de  témo ins .  Chaque  échan t i l l on  receva i t

10  UC i  NaH1aC0,  e t  é ta i t  i ncubé  à  l a  l um iè re  pendan t  2  h .

Par  rappor t  au  témoin ,  les  deux  concent ra t ions  de  DCMU ut i l i sées

inh iba ien t  e f f i cacement  la  photosynthèse (Tab leau 3 .11) .  La  photosynthèse

r é s i d u e l  l e  é t a  i L  <  8 % .

B - Effet du méthanol sur 
'la 

photosynthèse

Le DCMU

s tassurer  que ce

é tan t  d i ssou t  dans

s o l v a n t  n r a v a i t  p a s

l e  m é t h a n o 1 ,

d r e f f e t  s u r

' i t

l a

é t a i t  n é c e s s a i r e

photosynthèse de

d e

) .
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Ef fet  du DCMU et  du méthanol  sur

caor  i  cornutum.

la  pho tosyn thèse  de  S .

Tra itement I n h i b i t i o n

%

5 x 10-6M DCMU

1 x  10-sM DCMU

V5A (v/v:  méthanol , /cul ture)

1/100 (v/v :  méthanol /cul ture)

95

92

82

78
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capr i co rnu tum.  À  ce t  e f fe t ,  
' l es  

taux  de  pho tosyn thèse  de  deux  échan t i l l ons

ayan t  reçu  0 .5  mL  de  mé thano l  e t  de  deux  au t res  échan t i ' l l ons  ayan t  reçu  1 .0  mL

de méthanol  é ta ient  comparés à deux témoins.  Les résul ta ts  de cet  essai  ont

démontré que le  méthanol  dans des propor t ions 1/50 et  L /LO} (v /v)  avai t  un

e f fe t  t r ès  marqué  su r  1a  pho tosyn thèse  de  ! .  cap r i co rnu tum (Tab leau  3 .11 ) .  Les

d im inu t i ons  de  I ' ass im i l a t i on  de  ca rbone  en  p résence  de  DCMU se ra ien t  donc  en

g rande  pa r t i e  a t t r i buab le  à  l a  t ox i c i t é  du  mé thano l .

Ces constatat ions nous ont  amenés à sé lect ' ionner  la  méthode de mesure

de  
' l a  

resp ' i r a t i on  à  l r obscu r i t é .  La  mé thode  adop tée  es t  déc r i t e  à  l a  sec t i on

7 . 2 . 2

3 . 6 Ana lyse  s ta t i s t ' i que

L 'hypo thèse  que  l es  popu la t i ons  exposées  au  Cd  son t  s ign i f i ca t i vemen t

d i f f é ren tes  des  popu la t i ons  témo ins  es t  vé r i f i ée  pa r  d i ve rses  mé thodes

stat is t ' iques sur  les données non*t ransformées.  Lorsque les données sont

i ndépendan tes  dans  l e  temps ,  des  mé thodes  pa ramét r i ques  son t  u t i l i sées  te l l es

que  I ' ana ' l yse  de  va r iance  à  un  c r i t è re  e t  l e  t es t  de  t .  Tou te fo i s ' l o r sque  l es

données sont  autocorré1ées,  des méthodes non-paramétr iques sont  re tenues comme

les  tes ts  de  K ruska l -h /a l l i s  e t  de  t r / i l coxon .



Chapitre 4

Modif ications du métabolisne de

produits de synthèse chez des populations de

Selenastrum capricornutum exposées au Cd





4 . 1 In t roduct ' ion

Les  man i fes ta t i ons  tox ' i ques  du  Cd  peuven t  ê t re  l e  résu l ta t  d ' e f fe t s

i n d i r e c t s  o u  d i r e c t s  d e  I ' i o n  m é t a l l i q u e  s u r  l a  c e l l u l e .  E n  e f f e t ,  d r u n e  p a r t ,

en occupant  des s i tes membranai res le  Cd pourra i t  empêcher  le  t ranspor t

d ' é l é m e n t s  n u t r i t i f s  ( o l i g o é l é m e n t s )  v e r s  l  ! ' i n t é r i e u r  d e  l a  c e l l u ' l e ;  d r a u t r e

pa r t ,  l e  Cd  pou r ra i t  occuper  des  s i t es  i n t ra -ce l l u la i res  ou  remp lace r  des

métaux d iva lents  essent ie ls  au fonct jonnement  de cer ta jnes enzymes (Rebhun et

Ben-Amotz  1984) .  P ' l us ieu rs  aspec ts  de  l a  t ox i c i t é  du  Cd  v i s -à -v i s  du

phy top lanc ton  son t  t ra i t és  dans  l es  a r t i c l es  de  syn thèse  réa l i sés  pa r  Wong  e t

a l  .  ( 1980)  e t  pa r  T revo rs  e t  a l  .  ( 1986) .  Pa rm i  ceux -c i ,  men t ionnons  l es

dommages aux mi tochondr ies (S ' i lverberg 1976;  Lue-Kim et  a l .  1980;  Soyer  et

P r é v o t  1 . 9 8 1 ;  B y c z k o w s k ' i  e t  S o r e n s o n  1 9 8 4 ) ,  I ' i n h i b i t j o n  d e  I ' a s s i m i l a t ' i o n  d e s

n i t r a t e s  ( L i  1 9 7 8 ;  S i n g h  e t  Y a d a v a  1 9 8 3 )  a i n s ' i  q u e  I ' i n h i b i t i o n  d e  l a  d i v i s i o n

ce l  l u la i re  (Be r land  e t  a l  .  L977 ;  conway  1978 :  Lue -K im e t  a l  .  1990 ) .  pa r

a i l l eu rs ,  même s i  l r ensemb le  des  au teu rs  s ren tenden t  pou r  a f f i rmer  que  1e  deg ré

d ' i n h i b i t i o n  d e  l a  c r o i s s a n c e  s e m b l e  ê t r e  f o n c t i o n  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  C d

dans  l e  m i l i eu  de  cu l tu re  (Har t  e t  Sca i fe  L977 ;  Rach l i n  e t  a l  .  1 ,982 ;  L i  1984) ,

les ef fe ts  sur  la  photosynthèse restent  controversés.  En ef fe t ,  cer ta ines

é tudes  on t  démon t ré  une  i nh ib i t i on  de  l rass im i l a t i on  de  ca rbone  à  tou tes  l es

c o n c e n t r a t i o n s  d e  C d  u t i l i s é e s .  C r e s t  l e  c a s ,  p a r  e x e m p l e ,  d e s  e s p è c e s

Sp i ru l i na  p la tens i s  (Azeez  e t  Baner jee  1986) ,  Ch lo re l l a  py reno idosa  (Har t  e t

Sca ' i fe  L977) 'e t  Scenedesmus quadr icauda (Wong et  a l .  1979) .  Par  contre,  chez

d raut res espèces te l  I  es qu 'Anacyst  i  s  n  idu ' l  ans (Azeez et  Baner j  ee 1986)  et

F rag ' i l a r i a  c ro tonens i s  (Conway  e t  h l i l l i ams  1979) ,  1a  pho tosyn thèse  es t  t an tô t

i n h i b é e ,  t a n t ô t  s t i m u l é e  p a r  l e  C d .  L e  f a i t  q u ' à  l ' i n t é r i e u r  d r u n e  m ê m e
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expér ience  
' l a  pho tosyn thèse  so i t  s t imu lée  aux  concen t ra t i ons  i n te rméd ia i res  de

Cd chez une espèce et  tou jours inh ibée chez une autre espèce (Azeez et  Baner jee

1986)  suggère une cer ta ' ine capaci té  de to lérance ou dracc l  jmatat ' ion chez 
' la

p remi  è re .

Cet te s t imulat ion de la  photosynthèse pourra ' i t  ê t re  un a justement

mé tabo l i que  p rocu ran t  à  ces  espèces  to lé ran tes  au  Cd  une  p lus  g rande  v iab i l i t é .

Pa r  a i l l eu rs ,  un  coup lage  de  ce t te  s t imu la t i on  de  l a  pho tosyn thèse  à  une

s t imu la t i on  du  mé tabo l i sme  du  ca rbone ,  no tamment  de ' l a  syn thèse  de  p rodu ' i t s  de

rése rve  ( l i p i des  e t  po l ysacchar ides ) ,  pou r ra i t  con fé re r  un  avan tage  compé t i t i f

à  ces  espèces  dès  l e  re tou r  de  cond i t ' i ons  mo ins  l im i tan tes  pou r  l a  c ro i ssance .

Sa thya  e t  Ba lak r i shnan  (1988)  on t  obse rvé  de  te l l es  mod i f i ca t i ons  des  vo ies  de

synthèse des macromolécules chez deux espèces,  Scenedesmus b ' i jugatus et

N i t zsch ia  pa lea ,  exposées  à  des  concen t ra t i ons  de  Cd  va r ian t  en t re  10  e t

50  ug  Cd 'L - l .  I 1s  on t ,  en  e f fe t ,  m is  en  év idence  des  augmen ta t i ons  des  quo tas

ce l l u la i res  en  p ro té ines  chez  l es  deux  espèces  pendan t  une  expos i t i on  au  Cd  de

d ' i x  j ou rs .  De  p1us ,  l es  quo tas  ce l l u la i res  d rhyd ra tes  de  ca rbone  é ta ien t

supér ieu rs  à  ceux  du  témo in  chez  N .  pa lea  tand is  que  l es  teneurs  en  l i p i des

é ta ien t  supé r ieu res  aux  va leu rs  du  témo in  chez  S .  b i j uga tus .  Ces  mod ' i f i ca t i ons

peuvent  êt re perçues comme des mécanismes de rés is tance ou d 'acc l imatat ' ion à

u n e  a g r e s s i o n  t o x i q u e  p a r  l e  C d .

Des  teneurs  p lus  é levées  en  p rodu i t s  de  rése rve  (hyd ra tes  de  ca rbone

e t  1 ip ' i des )  pou r ra ien t  amé l  i o re r  l a  v iab ' i l  i t é  des  ce l ' l u l es  en  fou rn i ssan t  des

subs t ra t s  qu i  peuven t  ê t re  mé tabo l i sés  pou r  rencon t re r  l es  beso ins  éne rgé t i ques

des  ce l l u les  pendan t  l es  pé r iodes  de  beso in  acc ru  ou  de  ca rence  en  é lémen ts
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nu t r i t i f s  (Cook  1963 ;  1966 ;  R icke ts  1966 ;  Handa  1969 ;  Pa rnas  e t  Cohen  1976 ;  Foy

e t  Smi th  L980 ;  H i t chcock  1980) .  Pa r  exemp le ,  chez  Escher i ch ia  co l i  un  quo ta

ce l l u la i re  en  g ' l ycogène  rep résen tan t  6 -7% du  po ids  de  l a  ce l l u le  (po ids  sec )

su f f  i t  à  ma in ten i r  
' l es  

ce l l u ' l es  v i van tes  pendan t  15  h  (Pa rnas  e t  Cohen  1976) .

Chez  des  a lgues  exposées  au  Cd ,  une  augmen ta t i on  de  quo tas  ce l l u la ' i r es  en

po iysacchar ides  pou r ra i t  ma ' i n ten ' i r  l es  ce l l u les  v i van tes  e t  l eu r  pe rme t t re  de

recommencer  à  se  d i v i se r  l o rsque  l a  b iod i spon ib i l i t é  du  Cd  es t  rédu i te  (pa r

a d s o r p t i o n ,  c o m p l e x a t i o n ,  d é t o x i c a t i o n  i n t r a c e l ' l u l a i r e ,  e t c . ) .  C ' e s t  à  c e

moment  que  des  rése rves  l i p i d iques  é levées  pou r ra ien t  avan tage r  l es  ce l l u ' l es .

E n  e f f e t ,  i 1  a  é t é  d é m o n t r é  q u e  l e s  j e u n e s  c e l l u l e s  u t ' i l i s e n t  l e s  a c i d e s  g r a s

comme subs t ra t  p r i nc ipa l  de  l a  resp i ra t ' i on  (T i11berg  e t  Ky l i n  t 972 ) .  Comme i l  a

é té  men t ionné  à  Ia  sous -sec t ' i on  2 .3 .3 ,  l es  ac ides  g ras  peuven t  ê t re  oxydés  avec

un p lus grand rendement  énergét ique que les hydrates de carbone (Lehninger

ts77).

Cette revue de la  l j t térature démontre le  peu d ' in format ions dont

nous  d i sposons  su r  l es  e f fe t s  du  Cd  su r  l es  g randes  vo ies  mé tabo l i ques ,  en

par t i cu l i e r  ce l l e  du  ca rbone .  Cependan t ,  1es  que lques  i n fo rma t ' i ons  d i spon ib les

suggèren t  que  l e  mé tabo l i sme  du  ca rbone ,  p r i nc ipa lemen t  l es  vo ies  de  syn thèse

d e s  p r o t é i n e s ,  d e s  p o l y s a c c h a r i d e s  e t  d e s  f i p i d e s ,  p o u r r a i t  j o u e r  u n  r ô l e  d a n s

I ' acc l ima ta t i on  au  Cd .  La  p résen te  expé r ience  a  donc  pou r  bu t  de  con f i rmer  ou

d I  jn f i rmer  cet te  hypothèse.

n t s  e n

c e l l u l e s

C o m m e  n o u s  l ' a v o n s  s o u l i g n é  à  l a  s e c t ' i o n  2 . L . 2 ,  p l u s i e u r s  t r a v a u x  o n t

é v i d e n c e  d e s  s i t e s  d e  s é q u e s t r a t i o n  d e s  m é t a u x  à  l r i n t é r i e u r  d e s

a ' l ga1es .  Tou te fo i s ,  l es  i n fo rma t ions  conce rnan t  l es  p rocessus
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phys io log iques  imp l i qués 'dans  ce t te  dé tox i ca t i on  des  mé taux  son t  manquan tes .

L rapp roche  adop tée  dans  l e  p résen t  chap ' i t r e  pou r ra i t  nous  éc la i re r  su r  l es

ajustements métabol  iques nécessai res au déve ' loppement  de la  to lérance et

éven tue l l emen t  à  l a  rep r i se  de  l a  c ro i ssance  chez  des  a lgues  p lanc ton iques

exposées  au  Cd .

4 . 2 Matér ie l  e t  méthodes

4 . 2 . L Protocol  e  expér imenta l

Une  popu la t i on  asynch rone  de  S .  cap r i co rnu tum a  é té  i nocu lée  à  ra ' i son

de  25  000  ce l l u les 'mL-1  dans  qua t re  bou te i l l es  en  po l yca rbona te  con tenan t  20  L

de  m i l i eu  de  cu ' l t u re  AAP rnod i f i é  (Ch iaudan i  e t  V igh i  1978) .  Les  cond i t i ons  de

cu l tu re  son t  l es  mêmes  que  ce l l es  déc r i t es  à  l a  sec t i on  3 .1 .

À  l a  f i n  de  l a  pé r iode  de  l a tence ,  3  m0 i  (111  mBq)  de  NaH1aCO.  on r

été a joutés à chague cu ' l ture.  Les cu l tures ont  ensui te  été contaminées avec une

so lu t i on  concen t rée  de  10  000  Ug  Cd .L -1  p répa rée  à  pa r t i r  d rune  so lu t i on

s tandard  de  I  mg 'n r l -1  (BDH L td ) .  Des  concen t ra t ' i ons  nomina les  de  0  ( t émo in ) ,

3 0 , 6 0  e t  1 0 0  u g  C d . L - 1  é t a i e n t  a i n s i  o b t e n u e s .  P e n d a n t  1 a  p é r i o d e  d r e x p o s ' i t i o n

de  234  h ,  l es  concen t ra t i ons  mesurées  en  Cd  on t  va r i é  respec t i vemen t  en t re  28 .5

e t  24 .7  Ug  Cd .L -1 ,  en t re  64 .7  e t  59 .2  Ug  Cd .L -1  e t  en t re  L07 .6  e t

7 9 . 2  g g  C d ' L - 1  d a n s  l e s  m i l i e u x  o ù  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  n o m i n a l e s  d e  3 0 ,  6 0  e t

100  Ug  Cd .L -1  ava ien t  é té  a jou tées
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Après  une pér iode dra t ten te  de  15  minu tes  après  1 'a jou t  de  NaH1aCO,

e t  d e  C d ,  d e s  é c h a n t i l l o n s  é t a i e n t  p r é 1 e v é s  à  i n t e r v a l l e s  r é g u l i e r s  e n  d o u b l e

pour  des  mesures  de  dens i té  ce l lu la i re  e t  de  quotas  ce l lu1a i res  en  carbone e t

en  macromolécu les  (20  mL) .  Les  ce l lu les  é ta ' ien t  dénombrées  avec  un  compteur

é lec t ron ique de  par t i cu ' les  mun ' i  d rune ce l lu le  de  70  pm (Cou l te r  Counter ) .  Les

méthodes u t ' i l i sées  pour  doser  le  carbone dans  les  macromolécu les  e t  pour

mesurer  I 'ass imi ' la t ion  de  carbone sont  décr i tes  c i -après .

4 . 2 . 2 Ass im ' i l a t i on  de  ca rbone

A) Photosynthèse et quota cellulaire en carbone

La  mé thode  de  S teemann-N ie l sen  (L952) ,  Qu i  cons i s te  à ' i ncuber  des

a l g u e s  e n  p r é s e n c e  d e  N a H 1 a C 0 r ,  a  é t é  u t i l i s é e  p o u r  m e s u r e r  l ' a s s i m i l a t i o n  d e

c a r b o n e  p a r  1 a  p h o t o s y n t h è s e .  P a r  a i l l e u r s ,  l o r s q u e  1 ' é q u i l i b r e  i s o t o p i q u e  e s t

a t te ' i n t ,  c res t -à -d i re  que  l e  rappor t  1aC:  L2C à  I  '  i n té r i eu r  des  ce ' l l u l es  es t

é g a 1  a u  r a p p o r t  e x t e r n e ,  l r a c t i v j t é  d u  1 a C  d a n s  l e s  c e l l u l e s  p e u t  ê t r e  u t i l i s é e

comme mesure  de  l a  concen t ra t i on  de  ca rbone  o rgan ique  pa r t i cu la i re  dans  l e

m i l i eu  (Hobson  e t  Gues t  1983) .  La  d i v i s i on  de  ce t te  concen t ra t i on  pa r  l a

d e n s j t é  c e l l u l a i r e  d o n n e  d o n c  u n e  m e s u r e  d u  q u o t a  c e l l u l a i r e  e n  c a r b o n e .

P o u r  l e s  b e s o i n s  d e  l a  p r é s e n t e  e x p é r i e n c e ,  d e u x  é c h a n t i l l o n s  d e

20  mL ,  se rvan t  à  mesure r  l r ac t i v i t é  pho tosyn thé t i que  e t  1es  quo tas  ce l l u la ' i r es

en  ca rbone ,  é ta ien t  p ré1evés  e t  f i l t r és  su r  des  membranes  Nuc lepo re  d 'une

p o r o s i t é  d e  0 . 4  U m .  C e s  f i l t r e s  é t a i e n t  e n s u ' i t e  r i n ç é s  a v e c  d u  m j l i e u  d e

c u 1 t u r e  A A P  a f i n  d ' é 1 i m i n e r  l a  r a d i o a c t i v i t é  r é s i d u e l l e  ( F u r n a s  1 9 8 3 ;  J a s p e r  e t
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B o t h w e l l  1 9 8 6 )  e t  i n t r o d u i t s  d a n s  d e s  f i o l e s  c o n t e n a n t  1 0  m L  d e  l i q u i d e  à

s c i n t i l l a t i o n  d e  m a r q u e  S c i n t i v e r s e  I I .

La  rad ioac t i v i t é  é ta i t  comptée  au  moyen  d 'un  appare i l  à  sc in t i l l a t i on

l i qu ide  de  marque  LKB (modè1e  Rackbe ta ) .  Les  coups  pa r  m inu te  (CPM)  é ta ien t

t rans fo rmés  en  dés in tég ra t i ons  pa r  m inu t ,e  (DPM)  pa r  I ' u t i l i sa t i on  d 'un  é ta lon

in te rne  d 'hexadécane  (ac t i v i t é :  0 .872  x  106  DPM.mL-1 ;  Amersham)  (Cou tu re  e t  a l .

1987) .  Pour  ce  fa i re ,  l es  échan t i l ' l ons  é ta ien t  comptés  une  p rem ' iè re  fo i s  (CPM. )

e t  u n e  a c t i v j t é  d e  L 7  4 4 0  D P M  d ' h e x a d é c a n e  ( D P M a )  é t a i t  a j o u t é e  a u x

é c h a n t i l l o n s  q u i  é t a i e n t  e n s u i t e  r e c o m p t é s  ( C P M . * . ) .  L ' e f f i c a c i t é  d e  c o m p t a g e

é t a i t  a l o r s  c a l c u l é e  c o m m e  s u i t :

CPM - CPMe+a e
e f f  i cac i t é  = ( 4 .  1 )

DPMa

Par  l a  su i te ,  en  supposan t

e t  c e ' l l e  d e  l r é c h a n t i l l o n

é ta ien t  ca l cu ' l ées  à  pa r t i r

1 r é q u a t ' i o n  ( 4 . 1 . ) :

que  I ' e f f i cac i t é  de  comptage

so ien t  semb lab les ,  l es  DPI I I

d e  
' l a  

v a l e u r  d ' e f f  i c a c i t é

d e  I ' a j o u t  d r h e x a d é c a n e

d r u n  é c h a n t i l l o n  d o n n é

de comptage obtenue par

CPM

DPM = ( 4 . 2 )
e f f i cac i t é

L a  q u a n t i t é  d e  c a r b o n e  a s s i m i l é e  é t a i t  e n s u j t e  c a l c u l é e  à  l r a i d e  d e  l ' é q u a t i o n

d e  V o l l e n w e i d e r  ( 1 9 7 4 )  :
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1 a C  a s s i m i l é  ( D P M . L - 1 )  x  1 2 C  ( U g . L - 1 )  x  1 . . 0 6
p g  c ' L - 1  = ( 4 . 3 )

1 4 C  ( D P M .  L - 1 )

c o n s t a n t e  1 . 0 6  e s t  u n  f a c t e u r  d e  c o r r e c t i o n  p o u r  l r a s s i m i l a t i o n  s é l e c t i v e

i so tope  
' l ége r  

(P ' l umb  e t  Lee  1979) .

Le  ca rbone  ino rgan igue  d i ssous  (C . I .D . )  é ta i t  mesuré  pa r  l a  mé thode

conduc t i v imé t r i que  déc r i t e  pa r  S ta in ton  e t  a l .  ( 1977)  au  moyen  d run  au to -

a n a l y s e u r  T e c h n i c o n .  L e  C . I . D .  s e r v a j t  à  e s t i m e r  1 a  q u a n t i t é  d e  1 2 C  d i s p o n i b l e

d a n s  l e  m i l i e u .  L e  1 4 C  d i s p o n i b l e  d a n s  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e  é t a i t  m e s u r é  e n

a jou tan t  100  pL  de  f i l t r a t  ( con tenan t  l e  NaH loC0r )  à  i 00  gL  de  phéné thy lam ine

( N e w  E n g l a n d  N u c l e a r ;  n o .  d e  c a t a l o g u e  N E F - 9 3 7 )  d a n s  u n e  f i o l e  à  s c i n t i l l a t . i o n .

D i x  m L  d e  l i q u i d e  à  s c i n t i l l a t i o n  d e  m a r q u e  S c i n t i v e r s e  I I  é t a i e n t  a j o u t é s  e t

I ' a c t i v i t é  d e  l ' é c h a n t ' i l l o n  e n  D P M  é t a i t  c a l c u l é e  a v e c  1 e s  é q u a t i o n s  ( 4 . 1 )  e t

( 4 . 2 )  ( C o u t u r e  e t  a l .  1 9 8 7 ) .

Tel  que ment ionné au début  de cet te  sect ion,  les mesures ef fectuées

avan t  l r a t t e in te  de  1 téqu i l i b re  i so top ' i que  cons t j t uen t  des  mesures  du  taux

d r a s s i m j l a t ' i o n  d e  c a r b o n e  i n o r g a n i q u e  ( e n  u g  C . L . h - 1 )  t a n d i s  q u e  p a r  l a  s u i t e ,

l r a c t i v j t é  d e s  c e l l u l e s  p e u t  ê t r e  u t i l i s é e  c o m m e  m e s u r e  d e  l a  c o n c e n t r a t j o n  e n

ca rbone  o rgan ique  dans  l es  ce l l u les .  I l  ne  semb le  cependan t  pas  y  avo ' i r  de

c o n s e n s u s  c o n c e r n a n t  l e  t e m p s  r e q u i s  p o u r  a t t e i n d r e  1 ' é q u i l i b r e  i s o t o p i q u e .

Les est ' imés var ient  en ef fe t  ent re 2 h et  moins de 5M du temps de générat ion

des  ce l l u les  (Lance lo t  e t  Ma tho t  1985 ;  Smi th  e t  Ge ide r  1985) .  Pa r  con t re ,  en

tenan t  compte  des  cons idé ra t i ons  de  P r i scu  e t  P r i scu  (1984)  e t  de  Lance lo t  e t

M a t h o t  ( 1 9 8 5 ) ,  n o u s  p o u v o n s  c o n s i d é r e r  q u e  l ' é q u i l ' i b r e  i s o t o p i q u e  e s t  a t t e j n t
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l o r sque  l a  p ropo r t i on  de  14C dans  
' l es  

d ' i ve rses  macromo lécu les  dev ien t

r e l a t i v e m e n t  s t a b l e .  L e s  r é s u l t a t s  d ' u n  e s s a i  p r é 1  i m i n a i r e  a v e c  ! .

cap r i co rnu tum suggèren t  que  1 réqu i l i b re  i so top ique  es t  a t te in t  en t re  6  e t  20  h

(F igu re  4 .1 :  vo i r  évo lu t ' i on  des  p ro té ' i nes ) .  À  pa r t i r  de  ce  po in t ,  l es  quo tas

ce l l u la i res  en  ca rbone  peuven t  ê t re  ca l cu lés  au  moyen  de  1 'équa t i on :

! 9  C ' L - t
U g  C ' c e l l u l e - 1  =

c e l l u l e s . L - 1

(Ug  C .L -1 )  es t  ob tenue  pa r  ' l  ' équa t i onoù la  concentrat ion de carbone organique

( 4 . 3 )  .

B) Réparti t ion du 14C à I t  intérieur des macronolécules et quotas

cel lulaires en macromolécules

La  compos ' i t i on  des  ce l l u les  phy top lanc ton iques  en  p ro té ines ,  en

hyd ra tes  de  ca rbone  e t  en ' l i p i des ,  so i t  l es  p r i nc ipaux  p rodu i t s  de  l a  pho to -

synthèse et  du métabo' l isme du carbone,  const i tue un ind icateur  de l 'é ta t

phys io log ique des ce l lu les (Myklestad 1974;  Conover  L975;  Laws et  Caperon

1976) .  Mor r i s  e t  a l .  ( 1974)  on t  déve loppé  une  techn ique  de  f rac t i onnemen t

permet tant  une évaluat ion de cet  é tat  par  la  d ' is t r jbut ion de carbone

n o u v e l l e m e n t  a s s ' i m ' i l é  d a n s  d ' i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  c e l l u l a i r e s .  I l s  o n t  u t i l  i s é

l a  m é t h o d e  d r a s s i m i l a t i o n  d e  H 1 a C 0 ;  d e  S t e e m a n n - N i e l s e n  ( L 9 5 2 )  s u i v i e  p a r  d e s

é tapes  d rex t rac t i on  sé lec t i ve  dans  d i f f é ren ts  so l van ts .  0n  pa rv ien t  a ' i ns i  à

f rac t i onner  l e  ca rbone  ass im i l é  en  qua t re  f rac t j ons  con tenan t  l es  i i p i des ,  1es

m é t a b o l i t e s  à  f a i b 1 e  p o i d s  m o l é c u l a i r e ,  1 e s  p o i y s a c c h a r i d e s  e t  l e s  p r o t é i n e s .

( 4 . 4 )
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Cet te  mé thode  pe rme t  a ins i  d rob ten i r  un  taux  de  syn thèse  des  d i ve rses  macro -

mo lécu les .  Pour  l es  beso ins  de  l a  p résen te  é tude ,  f  i n té rê t  de  ce t te  mé thode

rés ' i de  d 'une  pa r t  dans  l e  f a ' i t  qu 'e1 le  a  é té  amp lemen t  t es tée  (Mor r i s  e t  Skea

1978 ;  Smi th  e t  Mor r i s  1980 ;  L i  e t  P la t t  L982 ;  P r i scu  e t  P r i scu  1984 ;  Lance ' l o t

e t  Ma tho t  1985 ;  Sm ' i t h  e t  a l .  1987 ) ,  e t  d rau t re  pa r t  que ,  comb inée  à  l rapp roche

de  Hobson  e t  Gues t  (1983) ,  e l l e  peu t  f ou rn i r  une  mesure  des  quo tas  ce l l u la i res

d e  c e s  d i v e r s e s  m a c r o m o l é c u l e s ,  p â r  e x e m p l e  e n  U g  C . c e l l u l e - 1  d e  p r o t é i n e s

(c . f .  sous -sec t i on  p récéden te ) .  L ' u t i l i sa t i on  de  ce t te  mé thode  pou r  mesure r  l es

quo tas  ce l l u la i res  de  macromo lécu les  semb le ,  du  mo ins  dans  l e  cas  des  po l y -

sacchar ides ,  donner  des  va leu rs  réa l i s tes .  Une  é tude  p ré l im ina i re  a  en  e f fe t

d é m o n t r é  q u ' à  l a  f j n  d e  l a  p h a s e  e x p o n e n t i e l ' l e ,  l e s  c e l l u l e s  d e  ! .

c a p r i c o r n u t u m  c o n t e n a ' i e n t  2 4  p g  C . c e l l u l e - 1  e n  p o l y s a c c h a r i d e s .  E n  u t i l i s a n t  l e

facteur  de convers ion "40 
Ug carbone + 100 Ug de polysacchar ides"  proposé par

H' i tchcock (1978) ,  nous obtenons pour  S.  capr icornutum 60 pg polysacchar ides.

ce l l u le -1 .  Ce t te  va leu r  es t  p roche  du  quo ta  ce l l u la i re  en  po l ysacchar ides  chez

Ske le toqema cos ta tum qu i  va r i e  en t re  25  e t  85  pg .ce l l u le -1  se lon  l a  t empéra tu re

(H i t chcock  1980) .  La  f i ab i l i t é  de  l a  mé thode  pou r  1es  p ro té ' i nes  e t  l es  l j p i des

ne peut  êt re évaluée faute de données comparat ives dans la  l i t térature.

L a  m é t h o d e  d e  M o r r i s  e t  a l .  ( 1 9 7 4 ) ,  m o d i f i é e  p a r  L i  e t  a l .  ( 1 9 g 0 ) ,  a

é té  u t ' i l i sée  a f i n  d rob ten ' i r  des  mesures  de  syn thèse  e t  de  quo tas  ce l l u la i res  de

macromo lécu les .  Deux  échan t i l l ons  de  20  mL  de  cu l tu re  é ta ien t  p ré levés  e t

f i l t r és  su r  des  membranes  en  m ic ro f i b res  de  ve r re  (Wha tman  GF/C) .  Les  f i l t r es

é ta ien t  r i nçés  avec  du  m i l i eu  de  cu l tu re  AAP de  façon  à  en leve r  l a  rad io -

a c t i v i t é  r é s i d u e l l e .  I l s  é t a i e n t  e n s u i t e  c o n s e r v é s  a u  c o n g é l a t e u r  d a n s  1 . 2  m L

d  ' eau  démi  né ra l  i  sée  j  usqu  ' au  momen t  de  I  ' ana1yse .



-80-

A u  m o m e n t  d e  1 ' a n a 1 y s e ,  
' l e s  

f  i l t r e s  é t a i e n t  d é g e 1 é s  e t  1 . 5  m L  d e

ch lo ro fo rme  e t  3 .0  mL  de  mé thano l  é ta ien t  a jou tés .  La  suspens ion  é ta i t

v igoureusement  mélangée pendant  1 min avec un agi ta teur  de marque Vor tex,

i ncubée  à  4oC pendan t  10  m in  pou r  ê t re  ensu i te  f i l t r ée  su r  une  membrane  en

mic ro f i b res  de  ve r re  ( ! {ha tman  ÊF /C) .  Ap rès  l e  r i nçage  du  f i l t r e  avec  1 .5  mL  de

ch lo ro fo rme ,  1 .5  rn l  d ' eau  déminé ra l i sée  é ta ien t  a jou tés  au  f i l t r a t .  Ce  mé1ange

é ta i t  ag i té  v igou reusemen t  (Vo r tex -m ixe r )  pendan t  L  m in  e t  ensu ' i t e  cen t r i f ugé  à

800  x  g  pendan t  L0  m in .  La  couche  in fé r i eu re  de  ch lo ro fo rme  é ta i t  p ré1evée  au

moyen  d 'une  p ' i pe t te  Pas teu r  e t  déposée  dans  une  f i o le  à  sc ' i n t i l l a t j on  pou r  ê t re

s é c h é e .  D i x  m L  d e  l i q u i d e  à  s c i n t i ' l l a t i o n  ( S c i n t i v e r s e  I I )  é t a i e n t  a j o u t é s

d i rec temen t  au  rés idu  séché  (F rac t i on  A ) .  La  couche  supér ieu re  mé thano l -eau

é t a i t  d é p o s é e  d a n s  u n e  f i o l e  à  s c j n t i l l a t i o n  e t  1 5  m L  d e  1  i q u i d e  à

s c i n t i l l a t i o n  ( S c i n t i v e r s e  I I )  y  é t a i e n t  a j o u t é s  ( F r a c t i o n  B ) .  L e  f i l t r e  é t a i t

déposé  dans  4  mL  d rac ide  t r i ch lo roacé t i que  (TCA)  5% e t  chau f fé  dans  un  ba in

the rmos ta té  à  95oC pendan t  30  m in .  La  suspens ion  é ta ' i t  ensu i te  f i l t r ée  su r  une

autre membrane en microf ibres de verre ( l r /hatman GF/C) et  r inçée avec 4 mL de

T C A  5 %  f r o i d .  L e  f i l t r a t  é t a i t  t r a n s v i d é  d a n s  u n e  f i o l e  à  s c i n t i l l a t i o n  e t

séché .  Le  rés idu  séché  é ta i t  r esuspendu  dans  1  mL  d 'eau  déminé ra l i sée  e t  10  mL

d e  l i q u i d e  à  s c i n t i l l a t i o n  y  é t a i e n t  e n s u ' i t e  a j o u t é s  ( F r a c t i o n  C ) .  L e  m a t é r i e l

i n s o l u b l e  d a n s  l e  T C A  e t  r é c o l t é  s u r ' l e  f i l t r e  é t a i t  p l a c é  d i r e c t e m e n t  d a n s  u n e

f i o l e  à  s c i n t ' i l l a t i o n  e t  L 0  m L  d e  l i q u i d e  à  s c i n t i l l a t i o n  y  é t a i e n t  a j o u t é s

(F rac t i on  D) .  Ce t te  mé thode  pe rme t  a ins i  d rex t ra i re  l es  qua t re  f rac t i ons

su i  vantes :

A  -  l i p i d e s  ( s o 1 u b 1 e  d a n s  l e  c h l o r o f o r m e ) ;

B  -  m é t a b o l i t e s  à  f a i b l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  ( s o l u b l e  d a n s  l e  m é l a n g e  m é t h a n o l -

e a u ) ;
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C -  po ' l ysacchar ides  ( comprend  éga lemen t  l es  ac ides  nuc lé iques )  ( so ' l ub1e  dans  l e

rcA) ;

D  *  p r o t é i n e s  ( i n s o l u b l e  d a n s  l e  T C A ) .

L 'ac t iv ' i té ,  la  quant i té  de  carbone a l  louée à  chaque f rac t ion  a ins i

que leur quota en carbone étaient calculés par les méthodes décr i tes à 1a

sous-sec t ion  précédente  (4 .2 .2A) .

4 . 3 Résu l ta ts  e t  d iscuss ion

La  c ro i ssance  de  S .  cap r i co rnu tum es t  t rès  fo r temen t  i nh ibée  pa r  l e

C d  ( F i g u r e  4 . 2 ;  T a b l e a u  4 . 1 ) .  L e s  t a u x  d e  c r o i s s a n c "  ( p O _ e O O ; , )  d e s  p o p u l a t i o n s

exposées à 30,  60 et  100 Ug Cd.L-1 sont  respect ivement  26%, 50% et  7& p lus

f a i b l e s  q u e  c e l u i  d u  t é m o i n .  I l  y  a  d r a i l l e u r s  u n e  c o r r é l a t i o n  n é g a t i v e

s i g n i f i c a t i v e  e n t r e  U O _ Z O O  n  e t  1 a  c o n c e n t r a t i o n  d e  C d  ( r  =  - 0 . 9 9 4 ;  p  =  0 . 0 1 ) .

L 'e f fe t  i nh ib i t eu r  du  Cd  su r  l a  c ro i ssance  de  p lus ieu rs  espèces  d 'a lgues

p lanc ton iques ,  éva lué  en  fonc t i on  de  l a  b iomasse  ou  du  nombre  de  ce l l u les

p rodu i t s  à  l a  f i n  de  l a  pé r iode  d 'expos i t i on ,  es t  l a rgemen t  documen té  (K lass  e t

a l .  L974;  Conway 1978;  Rachl in  et  a l .  1982;  L i  1984;  Azeez et  Baner jee 1986) .

Les t ravaux de Ber land et  a l .  (L977)  avec la  d ia tomée S.  costatum ont  cependant

démon t ré  une  s t imu la t i on  i n i t i a l e  de  l a  c ro i ssance  l o rs  d 'expos ' i t i ons  à  des

concen t ra t i ons  de  Cd  va r ian t  en t re  25  e t  J .00  pg  Cd .L -1 .  Nos  résu l ta t s  révè len t

éga lemen t  une  s t imu la t i on  du  taux  de  c ro i ssance  l o rs  des  p remiè res  heu res

d 'expos i t i on  (UO_e f , ;  Ug_16h)  à  30  e t  60  Ug  Cd .L - l  (Tab leau  4 .1 . ) .
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T a b l e a u  4 . 1 : Taux de cro ' issance

exposées  au  Cd .

( u * )  d e popu ' l a t  i  ons  de  S  . capr i  cornutum

Temps (h ) Témo i n 3 0  u g  C d ' L - 1 6 0  u g  C d ' L - 1 1 0 0  u g  C d . L - 1

0 -  8

8 -  1 6

1 6 -  3 2

3 2 -  4 8

4 8 -  7 2

72 - Lg4

104 -  120

L20 - L44

144 - L68

168 - 200

0 . 0 5 2

0 . 0 3 6

0.047

0 . 0 2 3

0 . 0 6 4

0 . 0 1 1

0.026

0 . 0 1 1

0 . 0 0 8

0 . 0 0 2

0 . 0 7 8

0 . 0 4 8

0 . 0 2 8

0 . 0 1 0

0  . 0 1 8

0 . 0 1 4

0 . 0 1 2

0 . 0 1 1

0 . 0 0 9

0.24 t

0 . 0 5 6

0 . 0 3 8

0 . 0 3 0

0 . 0 0 8

0 . 0 1 0

0 . 0 0 4

0 . 0 0 5

0 . 0 1 2

0 . 0 0 3

0 . 0 0 3

0.024

0 . 0 2 0

0 . 0 1 1

0 . 0 0 8
'0 .006

0 . 0 0 2

0

0 . 0 1 8

0

0 . 0 0 1

0 - 2 0 0 0 . 0 2 3 0 . 0 1 7 0  . 0 1 1 5 0 . 0 0 6 4

l n X r - 1 n X ,*  u =
t z - t r

où Xt  = nombre de

Xz = lombre de

c e l l u l e s  a u  t e m p s

c e l l u l e s  a u  t e m p s

t 1

t 2
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E n  r a i s o n  d e  I ' a t t e i n t e  d e  1 ' é q u i l i b r e  i s o t o p i q u e  d a n s  l a  p r é s e n t e

e x p é r i e n c e  a p r è s  8  h  d e  c o n t a c t  a v e c  l e  N a H 1 a C 0 ,  ( v o i r  s e c t i o n  4 . 2 . 2 A ) , 1 e s

taux de photosynthèse et  de synthèse des macromolécules ont  é té ca lcu ' lés pour

1 a  p é r i o d e  0 - 8  h .  P e n d a n t  c e t t e  p é r ' i o d e , ' l a  p h o t o s y n t h è s e  ( p g  C . c e l l u l e - 1 . h - 1 )

des  popu la t i ons  exposées  à  30  e t  100  Ug  Cd .L -1  es t  s ign i f i ca t i vemen t  p lus

é levée  que  ce l l e  du  témo in .  Une  inh ib j t i on  de  1a  pho tosyn thèse  es t  cependan t

obse rvée  à  l a  concen t ra t i on  i n te rméd ia ' i r e  de  Cd  (Tab leau  4 .2 ) .

L a  s t i m u l a t j o n  d e s  t a u x  d e  p h o t o s y n t h è s e  e s t  d i f f i c i l e  à  e x p l i q u e r .

En  e f fe t ,  un  taux  de  c ro i ssance  é levé  es t  pa r fo i s  accompagné  d rune  s t imu la t i on

( 3 0  p g  C d . L - 1 )  d e  1 a  p h o t o s y n t h è s e  e t  p a r f o i s  d ' u n e  i n h i b j t i o n  ( 6 0  U g  C d ' L - 1 )

de  ce t te  vo ie  mé tabo l i que .  I l  ne  fau t  t ou te fo i s  pas  oub l i e r  que  des  reche rches

o n t  p e r m i s  d ' é t a b l i r  q u r i l  n ' y  a  p a s  d e  l i e n  d i r e c t  c h e z  l e  p h y t o p l a n c t o n  e n t r e

la  c ro i ssance  e t  l es  mesures  de  pho tosyn thèse  (Mor r i s ,  1981 ;  Har r i s ,  1984 ;

T ra ino r ,  1984) .  La  c ro i ssance  se ra i t  en  e f fe t  p lus  d i rec temen t  1 iée  à  l a

syn thèse  de  p ro té ines .  B ien  qu raucune  exp ' l i ca t i on  n 'a i t  é té  fou rn ie  pou r  une

st imulat ' ion de la  photosynthèse en présence de Cd,  ce phénomène a déjà été

obse rvée .  Pa r  exemp le ,  chez  Eug lena  sp .  exposée  pendan t  d i x  j ou rs  à

1 8  U g  C d C ' 1 2 . 1 - 1 ,  D e  F i l i p p i s  e t  a l .  ( 1 9 8 1 a )  o n t  o b s e r v é  q u e  l e  t a u x  d e  p h o t o -

syn thèse  exp r imé  pa r  un i té  de  ch lo rophy l l e  dépassa ' i t  l a  va leu r  du  témo in  à

pa r t i r  du  qua t r i ème  jou r  d rexpos i t i on .  D 'au t re  pa r t ,  l es  taux  de  pho tosyn thèse

p a r  u n ' i t é  d e  b i o m a s s e  ( C . c h 1 = - 1 . h - 1 )  d e  p o p u l a t i o n s  d ' A n a c y s t i s  n i d u l a n s

exposées  à  10  e t  100  Ug  Cd .L - l  é ta ien t  supé r ieu rs  aux  va leu rs  de  1a  popu la t i on

témo in  (Azeez  e t  Eaner jee ,  1986) .  Une  s t imu ' l a t ' i on  de  l a  pho tosyn thèse  de  l a

d ia tomée  S .  cos ta tum a  dé jà  é té  obse rvée  en  réponse  à  une  expos i t i on  a ig i j e  de

6  h  à  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  d e  P b  v a r i a n t  e n t r e  0 . 1  e t  1 0  U g . l - r  ( R i v k i n  1 9 7 9 ) .



Tab leau  4 .2 :  Taux  de  pho tosyn thèse

capr icornutum exposées
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( P g  C ' c e l  l u l e - 1 ' h - 1 )

à  0 ,  30 ,  60  e t  100  Ug

d e  p o p u l a t i o n s

c d . L - 1 .

d "  ! .

0  +  0 . 2 5

Temps (h)

0 . 2 5  +  2  2  +  4 4 + 6 6 * 8

Témo i n

3 0  U g  C d . L - 1

6 0  u g  C d . L - 1

1 0 0  u g  C d . L - 1

2 . 0

6 . 0 *

1 . 5

3 . 7 *

1 . . 4

2 . 7 *

t . 2

1 . 6 *

0 . 6

3. l .*

0 . 2

1 . 5 *

4 . 7  0 . 3

6 . 0 *

0 .  3  2 . 4 *

2 . 0 *

*  S ign i f i ca t i vement  p lus  é1evé que le  témoin  pour  p  =  0 .01  (Tes t  de  t )
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S e l o n  L i  ( 1 9 7 9 ) ,  u n  t a u x  d e  p h o t o s y n t h è s e  p l u s  é ] e v é  c h e z  T .  w e i s s f l o g i ' i  e x p o s é

au  Cd  se ra i t  une  réponse  acc l ' ima t i ve  v i san t  à  pe rme t t re  une  c ro i ssance  op t ima le

en  p résence  de  ce t  i on  mé ta l l i que .  L i  (1979)  a ,  pa r  a i l l eu rs ,  démon t ré  que

I ' acc l ima ta t ' i on  au  Cd  se  man i fes ta i t  p r i nc ipa lemen t  pa r  une  mod i f i ca t i on  du

métabo l ' i sme  des  p ro té ines  e t  que  p ' l us ieu rs  cons t i t uan ts  ce l  l u la i res  se

re t rouva ien t  en  p lus  g randes  quan t i t és  chez  l es  ce l l u les  acc l ima tées .  Dans  ce

contexte,  e t  é tant  donné que les ef fe ts  du Cd sur  la  photosynthèse de ! .

cap r i co rnu tum n 'appara i ssen t  pas  d i rec temen t  re l i és  à  l a  concen t ra t j on  du  Cd

d a n s  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e ,  u n e  m e i l l e u r e  c o n n a i s s a n c e  d e s  e f f e t s  d e  c e  m é t a l

su r  l e  mé tabo l ' i sme  du  ca rbone  e t  des  p rodu i t s  de  syn thèse  comme 1es  p ro té ines ,

l es ' l i p i des  e t  l es  po l ysacchar ides  pou r ra j t  a ide r  à  m ieux  comprendre  l es  e f fe t s

du  Cd  su r  l a  pho tosyn thèse .  Des  réponses  acc l ima t i ves  pou r ra ien t  éga lemen t  ê t re

m i s e s  e n  é v i d e n c e .

Les  taux  d r i nco rpo ra t i on  de  ca rbone  dans  l es  mac romo lécu les  ( taux  de

syn thèse )  son t  éga lemen t  p résen tés  pou r  1es  8  p remiè res  heu res  de  I ' expé r ience .

Au  cou rs  des  8  p remiè res  heu res  dans  l e  cas  de  l a  popu la t i on  exposée  à  30  Ug

Cd 'L -1  e t  au  cou rs  des  6  p remiè res  heu res  dans  l e  cas  de  ce l l e  exposée  à

100  ug  Cd 'L -1 ,  l es  taux  de  syn thèse  des  p ro té ines  son t  supé r ieu rs  à  ceux  du

t é m o i n  ( T a b ] e a u  4 . 3 ) .  C h e z  l a  p o p u l a t i o n  s o u m i s e  à  3 0  C d . L - 1 ,  c e t t e  s t i m u l a t i o n

de  1a  syn thèse  des  p ro té ines  es t  accompagnée  d 'un  taux  de  c ro i ssance  supér ieu r

à  ce ' l u i  du  témo in  (Tab leau  4 .1 ) .  Dans  l e  cas  de  
' l a  

popu ' l a t  j on  exposée  à

100  ug  cd 'L -1 ,  l a  p roduc t i on  acc rue  de  p ro té ines  ne  s ,accompagne  pas  de

c r o i s s a n c e .  C e c ' i  p o u r r a i t  ê t r e  l e  r é s u l t a t  d r u n e  i n h i b i t i o n  d e  l a  d i v i s i o n

c e l  l u l a i r e  p a r  l e  C d  s a n s  q u e  c e l u i - c i  n ' i n t e r f è r e  a v e c  l a  s y n t h è s e  d e

p ro té ines .  Ce t te  hypo thèse  es t  suppor tée  pa r  des  résu l ta t s  conce rnan t  l a



T a b l e a u  4 . 3 :  T a u x  d ' ' i n c o r p o r a t i o n

( P g  C ' c e l l u l e - 1 ' h - 1 )

d r e x p o s i t ' i o n  à  0 , 3 0 ,  6 0
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d e  c a r b o n e  d a n s  l e s  m a c r o m o l é c u l e s

a u  c o u r s  d e s  h u i t  p r e m i è r e s  h e u r e s

e t  1 0 0  U g  C d . L - 1 .

0 . 2 5

Temps (h)

2 4

Pro té  i  nes

Témo i n

3 0  U g  C d ' L - 1

6 0  P g  C d ' L - 1

1 0 0  y 9  C d . L - 1

L i p i d e s

Témo i n

3 0  P g  C d ' L - 1

6 0  P g  C d ' L - 1

1 0 0  u g  C d . L - 1

Po lysacchar  ides

Témo i n

3 0  U g  C d ' L - 1

6 0  U g  C d ' L - 1

1 0 0  p g  C d . L - 1

MFPM

Témoi  n

3 0  u g  C d ' L - 1

6 0  u g  C d ' L - 1

1 0 0  u g  C d . L - 1

. 8 9

2 . 6 7 *

. 9 0

2 . 3 7 *

. 6 7

1  . 6 3 *

. 7 4

.96*

. 3 5

L  . 4 5 *

. 0 6

1  . 0 5 *

. 3 5  - . 0 5

- . 3 5  7  . 2 4 *

. 3 6  1 . 5 9 *

1 . 0 1 *  - . 3 4

. 5 4

2 . 3 0 *

.44

.97*

. 3 1

.57*

. 2 5

. 3 5

1 .  0 1

. 0 3

. 3 2

. t 7  . 1 5
-  . 3 2  3 . 7 3 *

.04  .44*

. 7 2 *  - . 2 4

. 4 0

. 7 2 *

. i 0

. 2 3

. 22

.37*

. t 2

. 1 9

. 1 1

. 4 6 *

. 0 7

. 1 0

. 0 5  . 1 8
- . 2 5  1 . 5 9 *
-  . 0 2  . 3 1 *

. 4 ? *  . A 7

. i 6

. 3 1 *

. 0 3

. 1 5

. 0 5

.17*

. 0 7

. 1 1 *

. 1 8

. 0 4

. 0 7

. 0 3
- .  1 5
- .  0 4

. 0 1

- . 0 4

. 4 5 *

. 0 7 *
- . 0 3

*  S i g n i f i c a t i v e m e n t  p l u s  é l e v é  q u e  1 e  t é m o j n  p o u r  p  =  0 . 0 1
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d ' i a t o m é e  S .  c o s t a t u m  q u i  s u g g è r e n t  q u ' ' i n i t i a l e m e n t ,  m a l g r é  I ' i n h j b i t ' i o n  d e  l a

c ro i ssance ,  l es  p rocessus  mé tabo f  i ques  i n te rvenan t  dans  1es  syn thèses  ca rbonées

et  azotées ne sont  pas af fectés par  le  Cd (Ber land et  a l .  T977) .  Les taux de

syn thèse  de  l i p i des  son t  généra iemen t  p lus  é levés  que  ceux  du  témo in  aux

concen t ra t i ons  de  Cd  exh iban t  une  s t imu la t i on  de  l a  pho tosyn thèse  (30  e t

1 0 0  u g  C d ' L - 1 )  ( T a b l e a u  4 . 3 ) . L e s  t a u x  d e  s y n t h è s e  d e s  p o l y s a c c h a r i d e s  s o n t

i n fé r i eu rs  aux  taux  du  témo in  aux  deux  p lus  fo r tes  concen t ra t i ons  de  Cd ,  t and is

qu rune  s t imu la t i on  de  l a  syn thèse  de  ces  macromo lécu les  es t  obse rvée  à

30  ug  Cd 'L -1 .  Les  taux  d ' i nco rpo ra t i on  de  ca rbone  dans  l a  f rac t i on  des  MFPM

son t  p lu tô t  e r ra t i ques ,  é tan t  t an tô t  p lus  é ' l evés ,  t an tô t  p lus  fa ib les  que  ceux

d u  t é m o i n  ( T a b l e a u  4 . 3 ) .

Dans  un  con tex te  où  d 'une  pa r t  l e  t aux  de  syn thèse  de  macromo lécu les

es t  s t imu lé  pa r  l e  Cd ,  pa r t i cu ' l  i è remen t  aux  concen t ra t i ons  de  30  e t

100  Ug  Cd 'L -1 ,  e t  où  d rau t re  pa r t  des  phy toché la t i nes  comp ' l exan tes  e t  des

vés ' i cu les  de  f i p ides  e t  d ' am idon  on t  é té  obse rvées  chez  des  a lgues  exposées  au

C d  ( R a c h l i n  e t  a ] . 1 9 8 4 ;  P r é v o t  e t  S o y e r - G o b i l l a r d  1 9 8 6 ;  G e k e l e r  e t  a ] . 1 9 8 8 ;

H e u i l l e t  e t  a l .  1 9 8 8 ;  M a r q u i s  1 9 8 9 ) ,  i l  d e v i e n t  i n t é r e s s a n t  d r é t u d i e r  l e

mé tabo l i sme  du  ca rbone  en  su i van t  l es  quo tas  ce l l u la i res  de  macromo lécu les  chez

S .  cap r i co rnu tum exposé  au  Cd .

Une augmentat ion t rès impor tante des quotas de carbone est  observée

c h e z  l a  p o p u l a t j o n  t é m o i n  j u s q u ' à  L 2 0  h  ( F i g u r e  4 . 3 ) . E l l e  e s t  i n d i c a t r i c e

d ' u n e  c r o i s s a n c e  e n  é q u i l i b r e  ( " b a l a n c e d  g r o w t h r r )  ( S h u t e r  L 9 7 9 ;  E p p l e y  1 9 8 1 ) .

La  d im jnu t j on  subséquen te  des  quo tas  de  ca rbone  co lnc ide  avec  1 'app roche  de  l a

p h a s e  s t a t i o n n a i r e  ( F i g u r e  4 . 2 ) .  L e s  q u o t a s  c e l  l u l a i r e s  d e  c a r b o n e  d e  l a
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p o p u l a t i o n  e x p o s é e  à  3 0  U g  C d . L - 1  s o n t  s u p é r i e u r s  à  c e u x  d u  t é m o i n  j u s q u ' à

80  h .  L raugmen ta t i on  g radue l  1  e  du  con tenu  en  ca rbone  de  ces  ce l  I  u l  es  se

p o u r s u i t  j u s q u r à  l a  f i n  d e  1 ' e x p é r i e n c e ;  l e s  v a l e u r s  n ' a t t e i g n a n t  t o u t e f o i s

jama is  des  va leu rs  auss i  é levées  que  ce l l es  obse rvées  en t re  96  e t  170  h  chez  l e

témo in  (F igu re  4 .3 ) .  D rau t re  pa r t ,  chez  l es  popu la t i ons  exposées  à  60  e t

100  Ug  Cd 'L -1 ,  1es  quo tas  de  ca rbone  son t  re la t i vemen t  s tab les  pendan t  t ou te  l a

du rée  de  1 'expé r ience  e t  n rexcèden t  que  t rès  ra remen t  l es  va leu rs  témo ' i ns

( F i g u r e  4 . 3 ) .  L e s  d i f f é r e n c e s  o b s e r v é e s  s o n t  s t a t i s t i q u e m e n t  s i g n i f i c a t i v e s

(F  =  19 .627 ;  a  <  0 .0 i . )  pou r  ' l a  
pé r iode  8 -80  h .

Tou t  comme les  guo tas  de  ca rbone ,  l ' évo lu t i on  tempore l l e  des  quo tas

de  ca rbone  dans  l es  p ro té ines  e t  l es  l i p i des  de  l a  popu ia t i on  témo in  es t

éga lemen t  rep résen ta t i ve  d rune  c ro i ssance  en  équ i l i b re  ( "ba lanced  g rowth r ' )  e t

de  l ra t te in te  de  l a  phase  s ta t i onna i re  ap rès  L20  h  de  c ro j ssance  (F ' i gu re

4 .4 .a ) .  Compara t j vemen t  à ' l a  popu la t i on  téno in ,  où  l es  augmen ta t j ons  de  quo tas

ce l l u la i res  en  p ro té ines  e t  en  l i p i des  son t  impor tan tes  à  pa r t i r  de  80  h ,  chez

l e s  p o p u l a t i o n s  e x p o s é e s  à  3 0 , 6 0  e t  1 0 0  u g  C d - L - 1  c e s  a u g m e n t a t i o n s  s o n t

o b s e r v é e s  r e s p e c t i v e m e n t  d a n s  l e s  p r e m ' i è r e s  2 4 , 8  e t  4 8  h  ( F i g u r e s  4 . 4 . b , c , d ) .

Pendant  la  pér iode 8-80 h ces augmentat ions impor tantes de proté ines et  de

l i p i d e s  c h e z  l e s  p o p u l a t i o n s  e x p o s é e s  a u  C d  r é s u l t e n t  e n  d e s  q u o t a s  c e l l u l a i r e s

s ign i f i ca t i vemen t  p lus  é levés  que  chez  l a  popu la t i on  témo ' i n  (p ro té ine :

f  =  1 6 . 7 3 3  a  <  0 . 0 L ;  l i p i d e :  F  =  8 . 2 8 6  a  <  0 . 0 1 ) .  P a r  e x e m p ' l e ,  l e s  q u o t a s  d e

ca rbone  dans ' l a  f rac t i on  p ro té ' i que  son t  généra lemen t  supér ' i eu rs  à  ceux  du

t é m o i n  j u s q u ' à  8 0  h  c h e z  1 a  p o p u l a t i o n  e x p o s é e  à  3 0  p g  c d . L - 1  e t  j u s q u ' à  3 2  h

c h e z  c e l l e s  e x p o s é e s  à  6 0  e t  1 0 0  U g  C d . L - 1  ( F i g u r e  4 . 5 . a ) .  D e  p 1 u s ,  l e s

c o n t e n u s  c e l l u l a i r e s  e n  p r o t é i n e s  s o n t  p ' l u s  é l e v é s  à  1 0 0  q u ' à  6 0  u g  c d . L - 1 .
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Tou te fo i s ,  même s i  en  va leu r  abso lue  l es  quo tas  de  p ro té ' i nes  a t te ' i gnen t  l es

v a l e u r s  l e s  p l u s  é 1 e v é e s  à  3 0  p g  C d . L - 1 ,  d a n s  l e s  4  p r e m i è r e s  h e u r e s  p l u s  l e s

concentrat ions de Cd sont  é ' levées p lus le  rappor t  proté ine/polysacchar ide est

é levé  (F igu re  4 .6 ) .  Pou r  ce t te  pé r iode ,  1e  rappor t  p ro té ine /po l ysacchar ide  es t

s ign i f  i ca t i vemen t  co r ré ' l é  à  l a  concen t ra t i on  de  Cd  ( r  =  0 .957 ;  p  =  0 .05 ) . I ' l

appa ra î t  donc  que  dans  l a  pé r iode  i n i t i a l e  d 'expos i t i on  au  Cd ,  S .  cap r i co rnu tum

réag ' i t  en  a l  l ouan t  une  p lus  g rande  p ropo r t i on  du  ca rbone  ass im i l é  aux

proté ines.  Comme ment ionné précédemment ,  cec i  pourra i t  ê t re  une réponse

m é t a b o l i q u e  d r a c c l i m a t a t i o n  a u  C d .  L ' i  ( 1 9 7 9 )  a  d ' a i l l e u r s  o b s e r v é  q u e  ' l e

rappor t  p ro té ine /po l ysacchar ide  é ta i t  p lus  é levée  chez  une  popu la t ' i on  de  T .

we iss f l og i i  acc l ima tée  au  Cd  que  chez  une  popu la t i on  témo in .

Des  résu l ta t s  s im i  l a ' i r es  son t  obse rvés  pou r  1es  quo tas  ce l  l u la i res  de

c a r b o n e  l i p i d i q u e  d a n s  l e  c a s  d e s  p o p u l a t i o n s  s o u m i s e s  à  3 0  e t  1 0 0  U g  C d . L - r .

Tou te fo i s ,  chez  l a  popu la t i on  exposée  à  60  gg  Cd-L -1 ,  i l s  son t  i n fé r i eu rs  aux

quo tas  du  témo in  pou r  tou te  l a  du rée  de  
' l  r expé r ience  (F ' i gu re  4 .5 .b ) .  Le  con tenu

en  I  i p ides  des  ce l l u les  n 'es t  donc  supér ' i eu r  au  témo in  que  chez  l es  popu la t , i ons

où une st imulat ion de la  photosynthèse est  observée (Tableau 4.2) .  Sathya et

Ba lak r i shnan  (1988)  on t  éga lemen t  obse rvé  un  con tenu  en  l i p i des  p lus  é levé  chez

des  popu la t i ons  de  Scenedesmus  b i j uga tus  exposées  à  des  concen t ra t i ons  de  L0  à

50  Ug  Cd 'L -1 .  I l s  n ron t  t ou te fo i s  pas  obse rvé  ce  phénomène  chez  l a  d ia tomée

N i t zsch ia  pa lea  exposée  aux  mêmes  concen t ra t i ons  de  Cd .  Les  ac ides  g ras  peuven t

ê t re  es té r j f i és  pou r  f o rmer  so i t  des  f  i p i des  de  rése rve  ( t r i g l ycé r ides )  ou  so i t

d e s  l ' i p l d e s  d e ' m e m b r a n e  ( g l y c o l i p i d e s  e t  l i p i d e s  p o l a i r e s ) .  D a n s  d e s  c o n d i t i o n s

op t ima ' l es  pou r  l a  c ro ' i ssance ,  
' l es  

m ic ro -o rgan ismes  syn thé t i sen t  des  ac ides  g ras
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pr inc ipa ' l emen t  pou r  es té r i f  i ca t i on  en  des  1 ip ' i des  de  membranes  (Gucke r t  e t

C o o k s e y  1 9 9 0 ) .  T o u t e f o i s ,  d a n s  d e s  c o n d i t i o n s  l ' i m j t a n t e s  p o u r  l a  c r o j s s a n c e

ma is  pe rme t tan t  I  r ass im i l a t i on  de  ca rbone ,  des  gou t te le t tes  de  
' l  

i p i des

s raccumu le ron t  dans  l e  cy top lasme (Cooksey  e t  g1 .  1987) .  L ' accumu la t i on  de
' l  

i p i des  chez  l es  a lgues  exposées  au  Cd  pou r ra i t  ê t re  l e  résu l ta t  d rune

pro longa t i on  d run  s tade  du  cyc le  ce ' l l u l a i re  pendan t  1eque1  la  syn thèse  de

t r i g l y c é r i d e s  s e  c o n t i n u e ,  d é p a s s a n t  a i n s i  l e s  b e s o i n s  d e  
' l a  

c e l l u l e  p o u r

c o m p ' l é t e r  l a  d i v i s i o n  c e l  l u l a  j r e .

Dans  l e  cas  des  po l ysacchar ides ,  1es  quo tas  ce l  l u la j res  son t

supér ieu rs  aux  va leu rs  du  témo in  seu lemen t  dans  l es  qua ran te  p remiè res  heu res

d f e x p o s i t i o n  à  3 0  u g  C d . L - 1  e t  à  L 2  h  d ' e x p o s ' i t i o n  à  1 0 0  u g  c d . L - 1  ( F i g u r e

4 . 5 . c ) .  D a n s 1 e  c a s  d e  l a  p o p u l a t i o n  t é m o i n  e t  c e l l e  e x p o s é e  à  3 0  U g  C d . L - 1  c e s

d ' i f f é r e n c e s  s o n t  s i g n i f i c a t i v e s  ( T  =  4 . 7 1 5 ;  p  <  0 . 0 1 ) .

L ' a u g m e n t a t i o n  d e s  q u o t a s  c e l  l u ' l a i r e s  e n  
' l  

i p i d e s  ( 3 0  e t

100  Ug  Cd 'L -1 )  e t  en  po l ysacchar ides  (30  Ug  Cd .L -1 )  pou r ra i t  ê t re  une  fo rme

d 'acc l ima ta t i on  au  Cd  pe rme t tan t  aux  ce l l u les  de  na in ten i r  une  p lus  g rande

v i a b i l i t é  e t  é v e n t u e l l e m e n t  d e  r é c u p é r e r  l o r s  d t u n e  d i s p a r i t i o n  o u  d ' u n e  b i o -

d i s p o n i b i l i t é  r é d u i t e  d e  l a  s u b s t a n c e  t o x i q u e  ( e x . :  d i l u t i o n ,  c o m p l e x a t ' i o n ,

adso rp t i on ,  e t c . ) .  I l  es t  en  e f fe t  connu  que  l es  beso ' i ns  mé tabo l i ques  des

a i g u e s  u n j c e l l u l a i r e s  p e u v e n t  ê t r e  s a t i s f a ' i t s  p a r  I ' u t i l i s a t i o n  d r h y d r a t e s  d e

c a r b o n e  e t  d e  I i p i d e s  ( C o o k  1 9 6 3 , 1 9 6 6 ;  R ' i c k e t t s  1 9 6 6 ;  H a n d a  1 9 6 9 ;  P a r n a s  e t

Cohen L976;  Foy et  Smi th 1980;  Hi tchcock 1980) .  Par  exemple,  Cook (1966)  a

démon t ré ,  chez  Eug lena  g rac i l i s  que  l e  pa ramy lon ,  un  po l ymère  de  rése rve  (un

Ê - 1 , 3 - g l u c a n e  i n s o l u b ' l e ) ,  s ' a c c u m u l a i t  p e n d a n t  l a  p é r i o d e  é c l a i r é e  e t  é t a j t
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subséquemment  u t i l i sé  pendan t  1a  sco tophase  (obscu r i t é )  pou r  f ou rn i r  1 ' éne rg ie

e t  l e  c a r b o n e  n é c e s s a i r e  à  l a  c r o i s s a n c e .  P a r  a i l l e u r s ,  H a n d a  ( 1 9 6 9 )  a

d é m o n t r é ,  a v e c  l a  d i a t o m é e  ! . c o s t a t u m ,  q u e  l e  g l u c o s e  e t  l e  Ê - 1 , 3 - g l u c a n e

par t i c i pa ien t  à  l a  resp i ra t i on  a ' l ga1e ,  t and ' i s  que  l es  hyd ra tes  de  ca rbone

c o n s t i t u a n t  l a  p a r o i  c e l l u l a i r e  ( m a n n a n e  e t  p e n t o s a n e )  n r é t a i e n t  p a s  u t i l i s é s

comme substrat  respi rato i re .  Handa (1969)  a également  démontré que lorsque S.

cos ta tum en  c ro ' i ssance  exponen t ie l l e  é ta i t  p lacé  à  I ' obscu r i t é ,  1a  resp i ra t i on

ut i  I  isa i t  respect ivement  58%, 44% et  287.  des quotas ce l  lu la i res d 'hydrates de

ca rbone ,  de  1  i p ides  e t  de  p ro té ines .  Pa r  a ' i l  l eu rs ,  ces  composés  é ta ien t

mé tabo l i sés  consécu t i vemen t :  
' l es  

hyd ra tes  de  ca rbone  é ta jen t  u t i l i sés  dans  l es

p r e m i e r s  j o u r s  d r o b s c u r i t é  t a n d i s  q u e  l r u t i l i s a t i o n  d e s  p r o t é i n e s  n e  d é b u t a i t

que  l o rsque  Ia  concen t ra t ' i on  d rhyd ra tes  de  ca rbone  cessa i t  de  d im inue r .  Les
' l i p i des  

semb la ien t  ê t re  u t i l i sés  g radue l l emen t  e t  i ndépendamment  du  mé tabo l i sme

des hydrates de carbone et  des proté ines.  Comme nous I 'avons déjà ment ionné,

I ' u t j l i s a t i o n  d e s  l i p i d e s  d a n s  l e s  p é r i o d e s  d e  b e s o i n  a c c r u  d r é n e r g i e  p o u r r a ' i t

ê t re  avantageuse pu ' isque ces composés sont  catabol  isés avec un rendement

énergé t i que  é levé  (Lehn inge r  1977) .  Pa r  exemp le ,  
' l ' oxyda t i on  

comp lè te  de

l rac ide palmi t ique fourn ie 8 ATP par  atome de carbone comparat ivement  à 6 ATP

par  a tome de  ca rbone  pou r  l r oxyda t i on  comp lè te  du  g lucose  (Lehn inge r  1977) .

4 . 4 C o n c l u s i o n

D a n s  l e s  c o n d i t i o n s  e x p é r i m e n t a 1 e s  d e ' l a  p r é s e n t e  e x p é r ' i e n c e ,  u n e

inh ib i t i on  marquée  de  l a  c ro ' i ssance  es t  obse rvée .  Nos  résu ' l t a t s  son t  donc  en

accord avec les recherches qui  suggèrent  que la  tox ' ic i té  du Cd est  sur tout

r e l  i é e  à  u n e  i n h i b i t i o n  d e  l a  c r o i s s a n c e  ( T r e v o r s  e t  a l .  1 9 8 6 ) .
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Les  résu l ta t s  de  l a  p résen te  expé r ience  con f i rmen t  pa r  a i l l eu rs  que

les  vo ies  mé tabo l i ques  du  ca rbone  son t  mo ins  pe r tu rbées  pa r  l e  Cd  que  ne  l res t

l a  c ro i ssance ,  hypo thèse  avancée  pa r  Be r land  e t  a ' 1 .  (Lg l7 ) .  De  p1us ,  l e

métabol isme du carbone semble act ' ivé pour  permet t re aux ce l lu les de fa i re  face

à  ce t te  ag ress ion  tox ique .  Les  teneurs  ce . | l u la i res  é levées  en  po l ysacchar jdes

( e x p o s i t i o n  à  3 0  u g  c d - L - 1 )  e t  e n ' l i p i d e s  ( e x p o s i t i o n  à  3 0  e t  1 0 0  u g  c d . L - 1 )

p o u r r a i e n t  f o u r n ' i r  1 ' é n e r g i e  n é c e s s a i r e  à  m a i n t e n i r  l e s  c e l l u l e s  v i v a n t e s

jusqu rau  re tou r  de  cond ' i t i ons  mo ins  I  im i tan tes  pou r  l a  c ro i ssance .

La  compara i son  de  nos  résu l ta t s  avec  ceux  de  L i  (1979)  suggère  que

1es  popu la t i ons  de  ! .  cap r i co rnu tum exposées  à  3û  e t  à  100  pg  Cd .L  man i fes ten t

des a justements métabol ' iques typ iques de popu' la t ' ions ayant  acquis  une to lérance

au  Cd .  En  e f fe t ,  l es  mod i f i ca t ' i ons  de  l a  compos i t i on  ce l l u la i re  obse rvées  à  ces

concen t ra t i ons  de  Cd ,  à  savo i r  des  quo tas  en  p ro té ines ,  en  po l ysacchar ides  e t

e n  l i p i d e s  é l e v é s ,  é t a i e n t  p r é s e n t e s  c h e z  T .  w e i s s f l o g i i  l o r s q u e  l a  c r o j s s a n c e

récupéra i t  e t  devena i t  semb lab le  au  taux  de  c ro i ssance  de  l a  popu la t i on  témo in

(L i  1979) .  Les  man ' i f es ta t ' i ons  du  mé tabo l  i sme  obse rvées  chez  l a  popu la t i on

exposée  à  60  Ug  Cd 'L -1  ne  l a j ssen t  t ou te fo i s  pas  pe rcevo i r  d racc l ima ta t i on .  I l

y  a  cependan t  l i eu  de  pense r  que  dans  l a  p résen te  expé r ience  une  p ' l us  l ongue

expos i t i on  à  30  e t  100  ygCd . [ - r  au ra ' i t  pu  résu l te r  en  une  récupéra t i on  de  l a

c ro i ssance  de  S .  cap r i co rnu tum.

P a r  a j l l e u r s ,  n o s  r é s u l t a t s  c o n f i r m e n t  I  ' u t i l j t é  d e  l a  m é t h o d e

d ' i nco rpo ra t i on  de  t tC0 ,  dans  l es  mac romo lécu les  comme ' i nd i ca teu r  de  l ' é ta t

phys io log ique  de  popu la t i ons  a1ga1es .  B ien  que  ce t te  mé thode  so i t  cou ramment

u t i l i sée  pou r  é tud ie r  1 'écophys io log ie  du  phy top lanc ton  (Mor r i s  e t  Skea  1978 ;



-98-

L a n c e l o t  e t  M a t h o t  1 9 8 5 ,  S m i t h  e t  a . | . 1 9 8 7 ) ,  à  n o t r e  c o n n a j s s a n c e  e l l e  n ' a

jama is ,  auparavan t ,  é té  u t ' i l i sée  pou r  é tud ie r  l es  a jus temen ts  mé tabo l i ques

imp l  i qués  dans  l racc l  ima ta t ' i on  à  un  i on  mé ta l l  i que  tox ique .

Dans  l es  eaux  na tu re l l es  l es  o rgan ismes  aqua t iques  se ron t  ra remen t

e x p o s é s  à  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  é l e v é e s  d r i o n s  m é t a l l i q u e s  p e n d a n t  d e ' l o n g u e s

pér iodes  ca r  l eu r  b iod i spon ib i l i t é  se ra  rédu i te  pa r  exemp le  pa r  des  p rocessus

de  comp lexa t i on  e t  d ' adso rp t i on  à  de  l a  ma t iè re  o rgan ique  e t  à  des  a rg i l es .  Une

t e l l e  d i m i n u t i o n  d e  l a  b i o d ' i s p o n i b i l i t é  d u  C d  p o u r r a ' i t  p e r m e t t r e  u n e  r e p r i s e  d e

la  c ro i ssance  chez  des  espèces  phy top lanc ton iques  rés i s tan tes  au  Cd .  La

p o s s i b i l i t é  d ' u n e  r e p r i s e  d e  l a  c r o i s s a n c e  c h e z  S .  c a p r i c o r n u t u m ,  e s p è c e  p o u r

1aque1 le  1a  p résen te  expé r ience  a  m is  en  év idence  des  mécan ismes  de  to lé rance

au  Cd ,  de  même que  l e  rô le  des  macromo lécu les  e t  des  deux  p r i nc ipa les  vo ies  de

p roduc t ' i on  d 'ATP,  
' l a  

pho tosyn thèse  e t  l a  resp i ra t i on ,  f e ron t  I ' ob je t  des

chap i t res  5 ,  6  e t  7 .





Variations

Selenastrum

drexposi t ion au

Chapitre 5

des teneurs ce l lu la i res en Cd chez

capricornutum pendant les périodes

Cd et de récupération de la croissance





5 . 1 I  n t roduct  i  on

Les  résu l ta t s  du  chap i t re  4  démon t ren t  qu 'une ' l ongue  expos i t i on  à  de

f o r t e s  c o n c e n t r a t i o n s  d e  C d  e n t r a i n e  d e s  d i m i n u t i o n s  i m p o r t a n t e s  e t

s ign i f i ca t i ves  de  l a  c ro i ssance  chez  S .  cap r i co rnu tum.  Cependan t ,  nos  résu l ta t s

suggèren t  éga lemen t  que  l es  ce l l u les  exposées  au  Cd  possèden t  des  rése rves

énergé t i ques  qu i  pou r ra ien t  pe rne t t re  l e  ma in t i en  de  l a  v iab i l i t é  j usqu 'au

re tou r  de  cond i t ' i ons  mo ins  con t ra ignan tes  pou r  1a  c ro i ssance .  Pa r  a i1 ' l eu rs ,

dans  l es  p remiè res  heu res  d 'expos i t i on  au  Cd  une  mod i f i ca t i on  du  mé tabo l i sme

des  p ro té ines ,  qu i  p rend  l a  fo rme  d 'une  augmen ta t i on  du  rappor t  p ro té ine /po l y -

sacchar ide ,  es t  obse rvée .  Se lon  L i  (1979) ,  1 ' acc ' l ima ta t i on  au  Cd  se  man i fes te

p a r  u n e  t e l l e  m o d i f i c a t i o n  d u  m é t a b o l i s m e .

C e s  r é s u l t a t s  s u g g è r e n t  q u ' u n e  d i m i n u t i o n  d e  l a  b i o d i s p o n i b i l j t é  d e

l r i o n  C d 2 *  p o u r r a i t  e n t r a î n e r  u n e  r e p r i s e  d e  l a  c r o i s s a n c e  c h e z  g .

c a p r i c o r n u t u m .  E n  e f f e t . ,  s e l o n  F o s t e r  e t  M o r e l  ( 1 9 8 2 )  
' l a  

t o x i c i t é

n 'appara î t ra i t  que  l o rsque  l a  concen t ra t i on  de  mé ta l  dans  l es  ce ' l l u l es  a t te in t

u n  n i v e a u  c r i t i q u e . 0 e  p 1 u s ,  l e s  c e l l u l e s  a l g a ' l e s  s e r a i e n t  e n  é q u i l ' i b r e  d é l i c a t

en t re  I ' i nh ib ' i t i on  e t  l a  c ro i ssance .  Ces  au teu rs  a ins i  que  Har r i son  e t  More l

(1983)  on t  d 'a i l ' l eu rs  obse rvé  une  récupéra t i on  de  l a  c ro i ssance  chez  l a

d i a t o m é e  T .  w e i s s f l o g i j  a p r è s  1 ' a j o u t  d ' E D T A  a u  m i l i e u  d e  c u l t u r e .  F o s t e r  e t

More l  (1982)  on t  démon t ré  que  I  rEDTA n 'ag i ssa i t  pas  en  en t ra înan t  une

d é s o r p t i o n  d u  C d  p r i s  e n  c h a r g e  p a r  l e s  c e l l u l e s ,  m a i s  p ' l u t ô t  e n  d i m i n u a n t  l a

c o n c e n t r a t i o n  d e  I ' i o n  l i b r e  ( C d z * )  d a n s  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e .  L a  r é p o n s e

b i o l o g i g u e  s e r a i t ,  e n  e f f e t ,  p r o p o r t i o n n e l l e  à  l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  l r i o n  l i b r e

( D a v e y  . t  a l .  L 9 7 3 ;  C o s s a  L 9 7 6 ;  S u n d a  e t  G u i l l a r d  1 9 7 6 ; S u n d a  e t  G i l l e s p i e

1979;  Bernhard et  George 1986) .
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Les  t ravaux  de  Fos te r  e t  More l  (1982)  e t  de  Har i son  e t  More l  (1983) ,

a ins i  que  1es  réponses  acc l ima t i ves  obse rvées  chez  S .  cap r i co rnu tum au  chap i t re

p récéden t ,  suggèren t  que  dans  
' l e  

m i l  i eu  na tu re l  l ' i nh ib i t i on  de  l a  c ro ' i ssance

de  popu la t i ons  phy top lanc ton iques  pa r  l e  Cd  pou r ra i t  n rê t re  que  de  cou r te

du rée .  
'  

La  b  j od  j spon ib i l  i t é  du  Cd  pou r ra i t ,  en  e f fe t ,  ê t re  rédu ' i t e  pa r  des

p rocessus  comme 1a  comp lexa t i on  e t  l r adso rp t i on .  Le  Cd ,  p résen t  dans  l es  eaux

usées  domes t iques  e t  i ndus t r i e l l es ,  peu t  se  l i e r  à  des  i i gands  r i ches  en  a tomes

de  sou f re ,  d razo te  e t  de  se len ium.  Le  Cd  peu t  a ins i  f o rmer  des  comp ' l exes

stables avec une grande var ié té de composés organiques te ls  que les ac ides

h u m i q u e s ,  
' l e  

N T A  ( a c i d e  n i t r i l o t r i a c é t i q u e ) ,  I ' E D T A ,  
' l e s  

a c i d e s  e t  l e s  s u c r e s

aminés  e t  l es  ac ides  ca rboxy l i ques  de  na tu re  a l i pha t i que  e t  a romat ique  (Moore

et Ramamoorthy 1984).

La  p résen te  expé r ience  a  donc  pou r  bu t  de  vé r i f i e r  s j  une

d e  I ' a c t i v i t é  d e  l r i o n  l i b r e  ( C O ' * ,  p a r  l r a j o u t  d ' E D T A  a u  m i l i e u

en t ra îne ra  une  rep r i se  de  l a  c ro i ssance  chez  S .  cap r i co rn  .

d  ' imi  nut  i  on

de  cu l tu re

5 . 2 Matérie' l  et méthodes

Deux  bou te i l l es  en  po l yca rbona te  con tenan t  20  L  de  m i l ' i eu  de  cu l tu re

AAP mod i f i é  (Ch iaudan i  e t  V igh i  1978)  on t  é té  i nocu lées  avec  une  popu la t i on

asynch rone  de  l a  Ch lo rophycée  S .  cap r i co rnu tum.  La  dens i té  ce l l u la i re  i n i t i a l e

é t a i t  d e  2 5  0 0 0  c e l l u l e s . m L - 1 .

A  l a  f i n  de  l a  phase  de  l a tence  l es  deux  cu l tu res  on t  é té  con taminées

avec  une  so lu t i on  concen t rée  de  Cd  a f i n  d rob ten i r  des  concen t ra t i ons  nomina les
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d e  3 0  e t  1 0 0  U g  C d . L - 1 .  A p r è s  4 8  h  d r e x p o s i t i o n  a u  C d ,  d e  I  ' E O T A

( 2 . 6 7  x  L 0 - 6 M  E D T A ,  c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e )  a  é t é  a j o u t é  à  c h a q u e  b o u t e i l l e .  L a

récupéra t i on  des  popu la t i ons  a  é té  su i v ie  du ran t  49  h  ap rès  l ra jou t  de  l ' agen t

compl  exant .

D e s  m e s u r e s  d e  d e n s i t é  c e l l u l a i r e  e t  d e  t e n e u r  c e l ' l u l a i r e  e n  C d

é ta ien t  e f fec tuées  en  doub le ,  à  i n te rva l l es  régu l i e rs  ap rès  l es  a jou ts  de  Cd  e t

d rEDTA.  La  dens i té  ce l l u la i re  é ta i t  mesurée  se lon  
' l a  

mé thode  déc r i t e  à  l a

s o u s - s e c t i o n  3 . 2 . L ,  t a n d i s  q u e  l e s  t e n e u r s  c e l l u ' l a i r e s  e n  C d  o n t  é t é  m e s u r é e s

se lon  une  mé thode  semb lab le  à  ce l l e  de  Schenck  e t  a l .  ( 1988) .  Qua t re

échan t i l l ons  de  250  mL  é ta ien t  p ré ' l evés .  Deux  des  échan t i ' l ' l ons  é ta ien t  f i l t r és

( p r e s s i o n

f i l t r es  é ta ien t  conse rvés  pou r  l a  dé te rm ina t i on  du  Cd .  Une  mesure  de  
' l a

concentrat ion to ta l  e  de Cd dans 
' l  
es a1 gues ( teneur  to ta l  e  en Cd ,  en

u g  C d . m i l l i o n  d e  c e l l u ' l e s - t )  é t a i t  o b t e n u e  a p r è s  l a  s o u s t r a c t j o n  d u ' r b l a n c "  ( C d

a d s o r b é  s u r  l e  f i l t r e  d u  d e s s o u s ) .  P a r a l l è l e m e n t ,  1 0  m L  d r u n e  s o l u t i o n  d e  6 . 6 7

x 10-5M EDTA éta ient  a joutés au deux autres échant i  I  lons de 250 mL

(concen t ra t i on  f  i na le  dTEDTA:  2 .67  x  10 -6M) .  Ap rès  20  m in  de  con tac t  avec

I  'EDTA,  ces  échan t i l l ons  é ta ien t  f i l t r és  te l  que  déc r i t  p ' l us  hau t  e t  l es

f i l t r es  conse rvés  pou r  l a  dé te rm ina t i on  du  Cd .  Une  mesure  de  l a  concen t ra t i on

d e  C d  n o n - e x t r a c t i b l e  à  l r t D T A  p r i s e  e n  c h a r g e  p a r  l e s  c e l l u l e s  é t a i t  a i n s i

o b t e n u e  ( C d  a b s o r b é ,  e n  U g  C d . m i l l i o n  d e  c e l l u l e s - t ) .  L a  c o n c e n t r a t i o n  d e  C d

e x t r a c t i b l e  à  I T E D T A  a s s o c ' i é e  a u x  c e l l u l e s  ( C d  a d s o r b é ,  e n  U g  C d . m i l l i o n  d e

c e l l u l e s - t )  é t a i t  o b t e n u e  e n  c a l c u l a n t  l a  d i f f é r e n c e :  [ t e n e u r  t o t a ] e  C d ]  -  
[ C d

absorbé]  .
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Les  concen t ra t i ons  de  Cd  é ta ien t  dé te rm inées  au  moyen  d 'un  spec t ro -

pho tomèt re  à  abso rp t i on  a tom ique  mun i  d rune  fou rna i se  au  g raph i te  ap rès

d iges t i on  des  f i l t r es  avec  0 .5  mL  HNO.  (qua l i t é  A r i s ta r ) .  Les  bombes  en  Te f l on

con tenan t  l es  f i l t r es  e t  l r ac ide  n ' i t r i que  é ta jen t  i ncubées  pendan t  10  m in .  dans

un  ba in  the rmos ta té  à  100oC.  L 'e f f i cac j t é  de  d iges t i on  a  é té  vé r i f i ée  avec  des

feu i l l es  de  c i t ron ie r  (U .S .  Depar tmen t  o f  Commerce ,  Na t i ona l  Bu reau  o f

Standards,  matér ie ' l  s tandard de référence No.  1572)  et  ce l le-c j  a  var ié  ent re

94 et 102%.

Au  cou rs  de  1 'expé r ience ,  l a  somme de  l a  concen t ra t i on  de  Cd  en

so lu t j on  e t  de  l a  concen t ra t i on  de  Cd  to ta l  p r i s  en  cha rge  pa r  l es  ce l l u les

représente respect ivement  ent re 70 et  88% et  ent re 8L et  88% des concentrat ions

n o m i n a l e s  d e  3 0  e t  1 0 0  U g  C d . L - 1  a j o u t é e s  a u x  m i l i e u x  d e  c u l t u r e .

T o u t e  l a  v a i s s e l l e  u t i l i s é e

la  l a i ssan t  t remper  pendan t  au  mo ins

éta ' i t  ensui te  r incée abondamment  avec

Q3 R0 /M i l l i -Q2) .  Tou tes  l es  so lu t i ons

pour  cet te  expér ience éta i t  net toyée en

L 2  h  d a n s  d e  I ' a c i d e  n ' i t r i q u e  L 0 % .  E l  l e

d e  
' l  ' e a u  M i l l i - Q  ( s y s t è m e  M i l l i p o r e  M i ' l 1 i

é t a i e n t  p r é p a r é e s  a v e c  d e  I ' e a u  M i l l i - Q .

5 . 3 R é s u l t a t s  e t  d i s c u s s i o n

A u  c o u r s  d e  l a  p é r i o d e  d ' e x p o s i t i o n  a u  C d  ( 0 . 2 5  4 7 . 7 5  h ) ,  l a

c r o j s s a n c e  d e  ! .  c a p r i c o r n u t u m  e s t  f o r t e m e n t  j n h i b é e  p a r  l e s  d e u x

c o n c e n t r a t i o n s  d e  C d  u t i l  i s é e s  ( F i g u r e  5 . 1 ) .  L e s  t a u x  d e  c r o i s s a n c e

fuO-q l  . 75  i  des  popu la t i ons  exposées  à  30  e t  L00  pg  Cd .L -1  son t  respec t i vemen t

0 . 0 0 2  e t  0 .  P a r  a i l l e u r s ,  s u ' i t e  à  1 ' a j o u t  d ' E D T A  u n e  ' i m p o r t a n t e  r e p r i s e  d e  l a



l

v,
a)
:
q)
(J

C,

€
=
E

-13

(-)

ctr
c

40

Temps ( h  )

04L
o

!
ç
,n
AJ

=
;
( J .

I

- a

/
:-O-É\ 

/
t a '

30

20

C r o i s s a n c e  ( e n c a d r é )  e t  t e n e u r s  c e l  l u l a ' i r e s

Cd  adso rbé  ( . )  e t  en  Cd  abso rbé  ( " )  avan t

2 - 6 7  x  l 0 - 6 M  E D T A  c h e z  d e s  p o p u l a t i o n s

e x p o s é e s  à  3 0  ( A )  e t  1 0 0  ( B )  p g  C d ' L - 1 .

i  ' a j  ou t  d  '  EDTA -

20 40
Temps

60 80
( r r )

-j---.-c

t oo

C d  t o t a l  ( . ) ,  e n

a p r è s  l r a j o u t  d e

l -  cap r i co rnu tum

40

Tem ps ( h

en

et

d e

F ' i g u r e  5 .  1  :

I  i n d i q u e  l ' h e u r e  d e



-1  05 -

c ro i ssance  es t  obse rvée  aux  deux  concen t ra t i ons  de  Cd .  Les  taux  de  c ro i ssance

( t , + g _ g Z . S  
h )  s o n t  e n  e f f e t  d e  I ' o r d r e  d e  0 . 0 5 6 . h - 1  e t  d e  0 . 0 3 8 . h - 1  c h e z  l e s

p o p u l a t i o n s  e x p o s é e s  à  3 0  e t  1 0 0  U g  C d . L - 1 .  C h e z  l a  d i a t o m é e  T .  w e i s s f l o g i i

exposée  au  Cd ,  l a  rep r i se  de  l a  c ro i ssance  ap rès  1 'a jou t  d 'EDTA nécess l ta i t  un

ajout  de Fe au m' i l ieu de cu l ture (Foster  e t  More l  L982;  Harr ison et  More l

1983) .  Dans  l e  cas  p résen t ,  1 ' a jou t  d 'EDTA (sans  a jou t  de  mé taux  t races )  é ta i t

su f f j san t  pou r  pe rme t t re  l a  récupéra t i on  de  l a  c ro i ssance  de  S .  cap r i co rnu tum.

Cec i  pou r ra ' i t  so i t  i nd ique r  des  beso  j  ns  en  Fe  mo i  ns  impor tan ts  chez  q .

c a p r i c o r n u t u m  q u e  c h e z  T .  w e i s s f l o g i i ,  o u  s o i t  u n e  p l u s  g r a n d e  b i o d i s p o n i b i l i t é

du  Fe  dans  nos  cond i t i ons  expé r imen ta les .

P e n d a n t  l a  p é r i o d e  d r e x p o s i t i o n  a u  C d ,  l a  p r i s e  e n  c h a r g e  d e  l r i o n

méta l  1  i que  pa r  l es  ce l  l u les  es t  t rès  impor tan te .  En  e f fe t  ap rès  48  h

d 'expos i t i on ,  1es  concen t ra t i ons  to ta les  de  Cd  p r i s  en  cha rge  pa r  l es  ce l l u les

exposées  à  30  e t  100  Ug  Cd .L -1  son t  respec t i vemen t  16  e t  81  ng  Cd .m i l l i ons  de

c e l  l u l e s .  L i  ( 1 9 7 9 )  a ,  p o u r  s a  p a r t ,  m e s u r é  u n e  c o n c e n t r a t i o n  d e

2 8  n g  C d . m i l ' l i o n s  d e  c e l l u l e s  c h e z  I . w e i s s f l o g i i  e x p o s é e  à  6 0  U g  C d . L - 1 .

Lrabsorpt ion de Cd par  ces deux espèces semble donc êt re du même ordre de

g randeur .  La  p r i se  en  cha rge  de  Cd  débu te  pa r  une  phase  rap ide  (15  m in . )  e t  es t

s u i v i e  d ' u n e  p h a s e  p l u s  l e n t e  ( 0 . 2 5  -  4 7 . 7 5  h ) .  D a n s  l e s  1 1 5  p r e m ' i è r e s  m i n u t e s

d ' e x p o s i t i o n  a u  C d ,  l e  t a u x  d e  p r i s e  e n  c h a r g e  e s t  3 . 9  e t  9 . 5  n g  C d . m i l l i o n  d e

c e l  l u l e s - 1 ' h - 1  c h e z  l e s  p o p u l a t i o n s  e x p o s é e s  r e s p e c t i v e m e n t  à  3 0  e t

100  Ug  Cd 'L -1 .  Au  cou rs  de  1a  phase  l en te  de  p r i se  en  cha rge  du  Cd ,  1es  taux

s o n t  i n f é r ' i e u r e s  à  1 . 4  n g  C d . m i l l i o n  d e  c e l l u l e s - 1 . h - 1  c h e z  l a  p o p u ' l a t ' i o n

e x p o s é e  à  3 0  U g  C d ' L - 1  t a n d i s  q u ' i 1 s  s o n t  ' i n f  é r i e u r s  à  2 . 5  n g  C d . m ' i l  I  i o n  d e
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c e l l u l e s - 1 . h - 1  c h e z  l a  p o p u l a t j o n  e x p o s é e  à  1 0 0  U g  C d . L - 1 .  P l u s i e u r s  a u t e u r s

o n t  m i s  e n  é v i d e n c e  u n e  a s s ' i m i l a t i o n  b i - p h a s i q u e  d u  C d  ( G i p p s  e t  C o l l e r  1 9 8 0 ;

Ge iswe id  e t  U rbach  1983 ;  Skowronsk i  1986) .  La  phase  rap ide  es t  cons idé rée  comme

u n e  p h a s e  d r é c h a n g e  d r i o n s  a v e c  l a  p a r o i  c e 1 l u 1 a i r e ,  t a n d i s  q u e  1 a  p h a s e  p ' l u s

len te  co r respondra i t  au  t ranspor t  des  i ons  ve rs  1e  cy top lasme (G ipps  e t  Co l l e r

1980) .  Le  t ranspor t  des  i ons  pou r ra i t  s re f fec tue r  pa r  d i f f us jon  ou  pa r

t r a n s p o r t  f a c i l i t é  ( a c t ' i f  o u  p a s s i f ) .  L ' i m p l i c a t i o n  d u  m é t a b o l i s m e  d e s  c e l l u l e s

dans  l a  phase  p lus  l en te  de  p r i se  en  cha rge  du  Cd  es t  suppor tée  pa r  p lus ieu rs

t r a v a u x .  C e t t e  p h a s e  s e m b l e  n é c e s s i t e r  d e  1 ' é n e r g i e  p u i s q u r e l l e  e s t  r é d u i t e  o u

i n h ' i b é e  à  I ' o b s c u r i t é ,  p a r  I ' a c t i o n  d e  d é c o u p l e u r s  d u  m é t a b o l i s m e  t e l s  q u e  l e

2 -4  d in i t rophéno l  e t  l e  ca rbony l  cyan ide  m-ch lo rophény lhyd razone  (CCCP) ,  e t  pa r

1 e  N , N r - d i c y c l o h e x y l c a r b o d i i m i d e ,  u n  i n h i b i t e u r  d e  l r A T P a s e  ( S k o w r o n s k i  1 9 8 6 ) .

L e  C d  p o u m a i t  ê t r e  t r a n s p o r t é  à  l r i n t é r i e u r  d e  l a  c e l l u l e  v i a  l e s  s i t e s

t ranspor teurs de Zn ou de Mn (Har t  e t a l .  1979 ;  Skowronsk i  1986) .

Les présents résul ta ts  démontrent  b ien que ie  Cd est  absorbé à

l r i n t é r i e u r  d e s  c e l l u l e s  p l u s  l e n t e m e n t  q u ' i 1  s ' a d s o r b e  à  1 a  p a r o i  c e l l u l a i r e .

Pa r  exemp le  à  30  Ug  Cd .L -1 ,  50% du  Cd  adso rbé  es t  p r i s  en  cha rge  dans  l es  s i x

p remiè res  heu res  de ' l ' expé r ience  tand is  que  24  h  son t  nécessa i res  pou r  que  50%

du  Cd  abso rbé  se  re t rouve  à  l r i n té r i eu r  de  l a  ce ' l l u l e .  Ce t te  tendance  se

ré f l è te  éga lemen t  dans  l es  rappor t s  en t re  l a  concen t ra t i on  de  Cd  abso rbé  e t

adso rbé  (Cd  abso rbé /Cd  adso rbé )  (Tab leau  5 .1 ) .  En  e f fe t ,  dans  l es  s ' i x  p remiè res

heures  de  l ' expé r ience  l a  va leu r  moyenne  de  ce  rappor t  es t  de  0 .32?  ( !  0 .062 )

t a n d i s  q u r i l  s e  s i t u e  à  u n e  v a l e u r  m o y e n n e  d e  0 . 8 2 6  ( t  0 . 0 0 2 )  p o u r  1 e  r e s t e  d e

l a  p é r i o d e  d ' e x p o s i t i o n .  B i e n  q u e  l e s  r é s u ' l t a t s  s o i e n t  p l u s  v a r i a b l e s ,  u n e

tendance  s im i l a i re  es t  obse rvée  à  l -00  t rg  Cd .L -1 .  Ces  résu l ta t s  démon t ren t  que



T a b l e a u  5 . 1 : Rappor t  en t re  l es

absorbé/Cd adsorbé)

3 0  e t  1 0 0  U g  C d . L - l

*707-

concentrat  i  ons

d e  p o p u l a t j o n s

d e

de

Cd absorbé et  adsorbé (Cd

S.  cap r i co rnu tum exposées  à

Temps

( h )

C o n c e n t r a t i o n  d e  C d  ( U g . L - 1 )

30 100

0 . 2 5

1

2

6

24

32

4 7  . 7 5

0 . 3 2

0 . 2 4

0 . 3 8

0 . 3 4

4 . 8 2

0 . 8 3

0 . 8 3

0 . 1 6

0 .  1 6

0 . 3 1

0 . 2 L

0 . 5 6

0 .87



l a  p ropor t ion

24 h de pri se

de Cd absorbé

sur face  de  la
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d e  C d  à  I ' i n t é r i e u r  d e  l a  c e l l u ' l e  d e v i e n t  p l u s  i m p o r L a n t e  a p r è s

c h a r g e  d e  C d .  C o s s a  ( 1 9 7 6 )  s u g g è r e  d r a j l l e u r s  q u e  1 a  q u a n t i t é

l ' i n t é r i e u r  d e  l a  c e l l u l e  e s t  f o n c t i o n  d e s  t e n e u r s  e n  C d  à  l a

c e l ' l u l  e .

en

a

À  l a  f i n  d e  l a  p é r i o d e  d ' e x p o s i t i o n  a u  C d  ( 4 7  . 7 5  h )  ,  7  e t

9  n g  C d . m i l l i o n  d e  c e l l u l e s - 1  s o n t  r e s p e c t i v e m e n t  a b s o r b é s  e t  a d s o r b é s  p a r ' l e s

c e l l u l e s  s o u m i s e s  à  3 0  U g  C d . L - 1 .  L e s  t e n e u r s  c e l l u l a i r e s  e n  C d  s o n t  p l u s

impor tan tes  chez  l es  ce l l u les  en  con tac t  avec  100  pg  Cd-L -1 .  À  ce t te

c o n c e n t r a t i o n  d e  C d , 3 8  e t  4 4  n g  C d . m i l l j o n  d e  c e l l u l e s - 1  s o n t ,  e n  e f f e t ,

a b s o r b é s  e t  a d s o r b é s  p a r  l e s  c e l l u l e s  ( F ' i g u r e  5 . 1 ) . D e  p 1 u s ,  l r a b s o r p t i o n  d e  C d

à  I ' i n t é r i e u r  d e  l a  c e l l u 1 e s  c o r r e s p o n d  à  4 5 %  ( 3 0  U g  C d . L - 1 )  e t  5 3 %

( 1 0 0  U g  C d . L - 1 )  d e  t o u t  l e  C d  p r i s  e n  c h a r g e  ( C d  t o t a l ) .  C e s  v a l e u r s  s o n t

i n fé r i eu res  à  ce l l es  obse rvées  chez  Ank ' i s t rodesmus  b raun i i  ( Laube  e t  a l .  1980 )

e t  chez  Ch lo re l l a  regu la r i s  (Naka j ima  e t  a l .  1981 ) .  Ces  données  suggèren t  que

l e  d e g r é  d ' i n h i b i t i o n  d e  l a  c r o i s s a n c e ,  q u i  e s t  p l u s  i m p o r t a n t  c h e z  l a

p o p u l a t i o n  e x p o s é e  à  L 0 0  U g  C d . L - 1 ,  p o u r r a i t  ê t r e  r e l i é  a u x  t e n e u r s  c e l l u l a i r e s

e n  C d .

Con t ra i remen t  aux  résu l ta t s  de  Fos te r  e t  More l  (1982) ,  dans  l a

p résen te  expé r ience  l ra jou t  de  1 'agen t  comp lexan t  (EDTA)  p rovoque  une

impor tan te  déso rp t i on  du  Cd  p r i s  en  cha rge  pa r  l es  ce l l u ' l es  au  cou rs  de  l a

p é r i o d e  d r e x p o s i t i o n  à  3 0  e t  1 0 0  l r g  C d . L - r  ( F i g u r e  5 . 1 ) . E n  e f f e t ,  u n e  h e u r e

après  l ' a j ou t  d 'EDTA la  concen t ra t i on  de  Cd  adso rbé  aux  ce l l u les  es t  rédu i te  de

82% e t  70% chez  1es  popu la t i ons  exposées  respec t i vemen t  à  30  e t  100  Ug  Cd .L - l .

Ces  réduc t i ons  son t  en  acco rd  avec  l es  va leu rs  de  Cd  adso rbé  e t  de  Cd

c e ' l l u l a i r e  m e s u r é e s  à  4 7  h  ( F i g .  5 . 1 ) ,  c r e s t - à - d i r e  j u s t e  a v a n t  1 ' a j o u t  d e
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I ' E D T A  a u  m i l i e u  d e  c u l t u r e  l u i - m ê m e .  C e s  v a l e u r s  s o n t  é g a l e m e n t  v o i s i n e s  d e s

taux  de  pe r te  de  Cd  de  >  90% obse rvés  pa r  Sakaguch i  e t  a l .  ( 1979)  e t  pa r  Les  e t

Wa lke r  (1984)  en  l avan t  avec  une  so lu t i on  d 'EDTA des  ce l l u les  a ' l ga les  ayan t  é té

exposées  au  Cd .  Ce t te  p ropo r t i on  impor tan te  de  Cd  fa ib lemen t  l i é  à  l a  pa ro i

ce l l u la i re  es t  auss i  en  acco rd  avec  l es  résu l ta t s  de  Cossa  (1976)  e t  de  Conway

e t  h l i l l i a m s  ( 1 9 7 9 ) .  L e s  d ' i m i n u t i o n s  s u b s é q u e n t e s  d e s  t e n e u r s  c e l l u l a i r e s  e n  C d

s e m b l e n t  r e l i é e s  à  l a  c r o i s s a n c e .  P a r  e x e m p l e ,  à  3 0  U g  C d . L - 1  e n t r e  4 8  h  e t

7 2  h ,  i l  y  a  u n e  a u g m e n t a t i o n  d e  l a  d e n s i t é  c e l l u l a i r e  d e  2 7 5 %  q u i  e s t

accompagnée  d 'une  d im inu t j on  de  253% du  Cd  abso rbé  dans  l es  ce l l u les .  Pendan t

la  même pé r iode ,  à  100  Ug  Cd .L -1 ,  1  ' augmen ta t i on  de  L60% de  1a  dens i té

ce l  l u la i re  es t  accompagnée  d 'une  d im inu t i on  de  LgL% du  Cd  abso rbé .  Une

propor t i on  du  Cd  abso rbé  appara î t  donc  fo r temen t  l i ée  à  l a  ce l l u le  e t  es t

s e u l e m e n t  r é d u i t  p a r  1 e  b j a i s  d e  l a  d i v i s i o n  c e l l u l a i r e  e n  é t a n t  p a r t a g é  p a r m i

l e s  n o u v e l l e s  c e l l u l e s .

Quarante-hu ' i t  heures après 1 'a jout  de 10-4 M EDTA, Stauber  et

F lo rence  (1986)  on t  obse rvé  l a  rep r i se  de  l a  c ro i ssance  d rune  popu la t ' i on  de

N i t zsch ia  c los te r i um p réa lab lemen t  exposée  à  70  Ug  Cu .L -1 .  Ce t te  récupéra t i on

se ra j t  due  au  Ien t  t ranspor t  du  Cu  ho rs  de ' l a  ce l l u le .  En  comp lexan t  f o r temen t

l e  C u ( i I )  e n  s o l u t i o n ,  I ' E D T A  d é p l a c e r a i t  1 ' é q u i l i b r e  C u ( I )  -  C u ( I I )  v e r s  l e

C u ( I I )  p r o v o q u a n t  a i n s i  u n e  d é s o r p t i o n  d u  C u  c e l l u l a i r e .  D a n s  l a  p r é s e n t e

expér ience ,  I 'EDTA a jou té ,  ap rès  une  expos i t i on  au  Cd  de  48  h ,  pou r ra i t  ag ' i r

d ' u n e  f a ç o n  s i m i l a j r e  s u r  l ' é q u i l i b r e  C d - c e l l u l e  5  C d z * .  L r i m p o r t a n t e

d é s o r p t i o n  d u  C d  p r i s  e n  c h a r g e  p a r  1 e s  c e l l u l e s  n e  p e u t  s ' e x p l i q u e r  q u e  p a r  u n

fo r t  deg ré  de  comp lexa t ' i on  à  I  'EDTA du  Cd  en  so lu t i on .  0 r ,  l e  modè le

d ' é q u i l j b r e s  c h i m i q u e s  M I N E Q L  p r é d i t  q u e  d a n s  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e  A A P
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s e u l e m e n t  1 5 %  d u  C d  s e r a  c o m p l e x é  à  I ' E D T A  ( c . f .  s o u s - s e c t i o n  3 . 3 . 2 ) ,  l r E 0 T A

ayan t  une  p ' l us  g rande  a f f i n i t é  pou r  l e  Cu  p résen t  dans  l e  m i l i eu .  Tou te fo i s

pu i sque  I 'EDTA es t  a jou té  48  h  ap rès  l e  débu t  de  I ' expé r ience ,  i 1  es t  p robab ' l e

q u ' u n e  i m p o r t a n t e  p r o p o r t ' i o n  d u  C u  a  é t é  a s s i m i l é e  p a r  1 e s  a l g u e s  e t  q u r a i n s i

l a  concen t ra t i on  en  Cu  d j ssous  du  m i l i eu  es t  f o r temen t  rédu i te .  Dans  ce  cas ,

c res t -à -d i re  en  absence  de  Cu2*  l i b re  en  so lu t i on ,  1e  modè1e  MINEQL p réd i t  que

tou t  l e  Cd  en  so ' l u t i on  se ra  comp lexée  pa r  l e  
' l i gand  

(99 .9%) ,  p rovoquan t  a ins ' i

l r impor tan te  déso rp t i on  du  Cd  ce l l u la i re  obse rvée  au  cou rs  de  l a  p résen te

expér  i  ence .

P a r  a i l l e u r s ,  1 e  c o u r t  d é l a i  o b s e r v é  i c i  e n t r e  l r a j o u t  d e  I T E D T A  e t

l a  r e p r i s e  d e  l a  c r o i s s a n c e  d e  ! . c a p r i c o r n u t u m ,  c o m p a r â t i v e m e n t  a u x  4 8  h

n é c e s s a i r e s  à  l a  r é c u p é r a t i o n  c h e z  ! . c l o s t e r i u m  e x p o s é  a u  C u  ( S t a u b e r  e t

F l o r e n c e  1 9 8 6 ) ,  p o u r r a i t  s r e x p l i q u e r  p a r  1 a  p ' l u s  g r a n d e  a f f i n i t é  d u  C u  p o u r  d e s

' l i gands  
ce l l u la i res  te l s  que  1a  cys té ine  e t  1e  g lu ta th ion  (F lo rence  e t  S tauber

1 e 8 6 ) .

5 . 4 Conc l  u  s ' i on

L ' i n h i b i t ' i o n  d e  l a  c r o i s s a n c e  a p p a r a î t  r e l i é e  à  l a  p r é s e n c e  d e  C d

adsorbé  ou  abso rbé  pa r  l es  ce l l u les  pu i sque  1a  récupéra t i on  de  l a  c ro ' i ssance  a

l i e u  d a n s  l e s  1 0  h  s u i v a n t  l r a j o u t  d ' E D T A  a u  m i l i e u  d e  c u l t u r e ,  l e q u e l  a

en t ra îné  une  déso rp t i on  rap ide  du  Cd .  Les  taux  de  c ro i ssance  de  
' l a  popu ' l a t i on

exposée  à  30  Ug  Cd .L -1 ,  qu i  son t  p lus  fa ib les  en t re  24  h  e t  47 , .75  h

(U  =  0 .001 ) ,  au  momen t  où ' l a  p ropo r t i on  de  Cd  abso rbé  dev ien t  p lus  impor tan te ,

que  dans  1es  p remiè res  24  h  (U  =  0 .003 ) ,  suggèren t  que  l e  Cd  fo r temen t  l i é  à  ]a
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ce l  l u le  es t  responsab ' l e  des  e f fe t s  t ox ' i ques  de  ce  mé ta l  .  Cec i  pou r ra ' i t

e x p l i q u e r  l ' a b s e n c e  d ' e f f e t  t o x i q u e  o b s e r v é e  a u  c h a p i t r e  4  d a n s  l e s  p r e m i è r e s

heures  d rexpos i t i on  à  ce r ta ' i nes  concen t ra t i ons  de  Cd .

La  récupéra t i on  de  l a  c ro i ssance  de  popu la t i ons  phy top lanc ton iques

p réa lab lemen t  exposées  à  des  subs tances  tox iques  pou r ra i t  ê t re  l e  résu l ta t

d 'une  ac t ' i v i t é  mé tabo f  i que  i n tense .  Thompson  e t  a l .  ( 1987)  on t  en  e f fe t

démon t ré  que  1a  rep r i se  de  l a  c ro i ssance  de  S .  cap r i co rnu tum exposé  au  Cd  e t  à

un  e f f l uen t  ' i ndus t r i e l  é ta i t  accompagnée  d 'une  augmen ta t i on  des  teneurs

c e l ' l u l a i r e s  e n  A T P .  L e s  d e u x  p r o c h a ' i n s  c h a p i t r e s  s e r o n t  c o n s a c r é s  à

l réva lua t ' i on  des  rô les  respec t i f s  de  1a  pho tosyn thèse  e t  de  1a  resp i ra t i on ,  1es

deux  p r i nc ipa les  vo ies  de  syn thèse  de  I  IATP chez  l es  a lgues ,  dans  l a

récupéra t i on  de  l a  c ro i ssance  d "  ! .  cap r i co rnu tum exposé  au  cd .



Chapitre 6

Processus de récupération de populations de Selenastrum capricornutum exposées

au Cd:I. Photosynthèse et slmthèse de macromolécules





6 . 1 I  ntroduct i  on

L e s  r é s u l t a t s  d e  l r e x p é r i e n c e  p r é c é d e n t e  d é m o n t r e n t  b i e n  l a

récupéra t i on  de  l a  c ro i ssance  de  popu la t i ons  de  ! .  cap r i co rnu tum su i te  à  une

e x p o s i t i o n  d ' u n e  d u r é e  d e  4 8  h  à  3 0  e t  1 0 0  U g  C d . L - 1 . 0 r ,  l a  c r o i s s a n c e  d e

popu la t i ons  a lga les  es t  con t rô lée  pa r  un  ensemb le  de  p rocessus  qu i  pe rme t ten t ,

d rune  pa r t  l a  syn thèse  de  ma té r iaux  essen t i e l s  à  l a  c ro i ssance  te l s  que  l es

p ro té ines  a ins i  que  de  p rodu i t s  de  rése rve  ( l i p i des  e t  po l ysacchar ides )  (Mor r i s

1981) ,  € t  d ' au t re  pa r t  l a  rép l i ca t i on  du  ma té r ie l  géné t i que  a ins i  gue  l a

d i v i s i o n  c e l l u l a i r e .

Les  t ravaux  de  Sundberg  e t  N ' i l shammar -Ho lmva l l  ( 1975) ,  conce rnan t  l a

Ch lo rophycée  Scenedesmus  Sp . ,  suggèren t  que  pendan t  l es  phases  de  d i v i s ion

nuc léa j re  ( rép l i ca t i on  de  I  'ADN)  e t  de  fo rma t ion  de  nouve ' l ' l es  ce ' l 1u1es ,  l es

ce l  l u les  a lga les  son t  mé tabo l  i quemen t  t rès  ac t i ves .  A ins i ,  pendan t  ce t te

pé r iode ,  i 1s  on t  obse rvé  une  augmen ta t i on  des  teneurs  ce l l u la i res  en  amidon  e t

e n  l i p i d e s ,  a i n s i  q u ' u n e  a u g m e n t a t i o n  d e  l a  r e s p i r a t i o n .  P a r  a i 1 1 e u r s ,  i 1

semb le  qu 'en  pé r iode  de  c ro i ssance  ac t i ve  l a  syn thèse  de  p ro té ines  p rédomine

chez  l es  a lgues  p ' l anc ton iques  (Fogg  1956 ;  Pa rsons  e t  a l .  1961 ;  Smi th  e t  Ge ide r

1985) .  Le  rô le  impor tan t  des  macromo lécu les  dans  l a  c ro i ssance  a1ga1e  ne  peu t

donc  pas  ê t re  n ié

La synthèse de ces macromolécules nécessi te  cependant  des appor ts

su f f  i san ts  en  phosphore ,  ê [  azo te  e t  en  ca rbone .  0 r ,  I ' i nh ib ' i t ' i on  de

I ' ass im i l a t i on  pho tosyn thé t i que  du  ca rbone  pa r  l e  Cd  es t  b ien  documen tée .

L ' i nh ib i t i on  de  l a  pho tosyn thèse  pa r  l e  Cd  a ,  en  e f fe t ,  é té  obse rvée  chez  des

C h l o r o p h y c é e s  ( K 1 a s s  e t  a l .  L 9 7 4 ;  O v e r n e l l  1 9 7 5 ;  H a r t  e t  S c a i f e  L 9 7 7 ;  W o n g  e t
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a l .  1979 : ,  Thompson  e t  a l .  1987 ) ,  chez  des  d ia tomées  (Be r land  e t  a l .  L977 ;

Conway et  l l i l l  iams 1,979;  Harr ison et  More l  1983)  a ins i  que chez des

Cyanophycées (Azeez et  Baner jee 1986) .  Ce phénomène est  donc t rès répandu chez

les  a lgues  p lanc ton iques  exposées  au  Cd  e t  pou r ra i t  ê t re  l i é  à  I ' i nh ib ' i t ' i on  des

p rocessus  pho toch im iques  de  l a  pho tosyn thèse  ou  à  I  '  i nh ib i t i on  d 'enzymes

i m p l i q u é e s  d a n s  I ' a s s i m i l a t i o n  d u  c a r b o n e  i n o r g a n i q u e .  S e l o n  B a s z y n s k i  e t  a l .

( 1 9 8 0 ) ,  L i  e t  M i l e s  ( 1 9 7 5 )  e t  V a n  D u i j v e n d i j k - M a t t e o l i  e t  D e s m e t  ( 1 9 7 5 ) , 1 e

t ranspor t  pho tosyn thé t i que  d ré lec t rons  es t  i nh ibé  pa r  l e  Cd  à  un  s i t e  assoc ié

au centre réact ionnel  du photosystème I I .  Cet te  hypothèse est  conf i rmée par  1es

t ravaux  de  De  F i l i pp i s  e t  a l .  ( 1981a)  qu i  on t  démon t ré  que  1e  Cd  in te r fè re  avec

les  ac t j v i t és  de  t ranspor t  d ré lec t rons  e t  de  pho to l yse  de  I ' eau  du  pho tosys tème

I I  e t  qu r i l  i nh ibe  
' l  r enzyme NADP-oxydoréduc tase  imp l i quée  dans  

' l a  
réduc t i on  du

NADP,  1 'accep teu r  f i na l  d ré lec t rons  du  pho tosys tème.

L r i n h i b i t i o n  d e  l r a c t i v i t é  d e  I ' a n h y d r a s e  c a r b o n i q u e  ( L e e  e t  a l .  t 9 7 6 ;

Val lee et  Ulmer L972)  et  de la  r ibu lose-1,5-d iphosphate carboxy lase (Kremer et

e t  Markham 1982)  pa r  1e  Cd  pou r ra i t  éga lemen t  résu l te r  en  une  d im inu t i on  de  1a

d ' i spon ' i b i l  i t é  du  ca rbone  pou r  l a  syn thèse  des  macromo lécu les .  En  ca ta l ysan t  1a

c o n v e r s i o n  d e  l r i o n  b i c a r b o n a t e  ( H C 0 ! )  e n  C O r ,  I t a n h y d r a s e  c a r b o n i q u e  j o u e  u n

rô le  s ' i gn i f i ca t i f  dans  1a  pho tosyn thèse  (K remer  1981)  en  fou rn i ssan t  1e  C0 ,  qu ' i

sera condensé avec 
' l  'a tome C,  de la  r ibu lose-1,5-d iphosphate dans 

' le  
cyc le de

C a l v i n  ( L e h n i n g e r  T 9 7 7 ) .  P a r  a i l ' l e u r s ,  c e t t e  r é a c t i o n  ( r i b u l o s e - 1 , 5 -

d i sphospha te  +  C02  ?  2  3 -phosphog lycé ra te )  es t  ca ta l ysée  pa r  1 'enzyme r i bu lose -

1 ,5 -d i sphospha te  ca rboxy lase  (K rnemer  1981) .  A ins i  une  d im inu t i on  de  I  ' ac t i v i t , é

de  l ' une  ou  l rau t re  de  ces  deux  enzymes  pa r  l e  Cd  pou r ra ' i t  d im inue r  1a  quan t i t é

de  phosphog lycé ra te  p rodu i te  pa r  1e  cyc ' l e  de  Ca lv in .
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Ces  conna ' i ssances  su r  l es  p rocessus  phys io ' l og iques  imp l  i qués  dans  l a

c ro i ssance  a1ga1e  a ins i  que  su r  l es  e f fe t s  du  Cd  su r  l a  pho tosyn thèse

permet ten t  d ravance r  l es  hypo thèses  su i van tes :  l a  récupéra t i on  de  l a  c ro i ssance

de  popu la t i ons  de  l .  cap r i co rnu tum p réa lab lemen t  exposées  au  Cd  se ra  l a

résu l ta t  de  l a  récupéra t i on  de  1a  pho tosyn thèse  e t  se ra  accompagnée  d run  taux

é l e v é  d e  s y n t h è s e  d e  p r o t é i n e s  ( H Z . + )  e t  d e  l i p i d e s  ( H Z . t ) .

À  no t re  conna issance ,  1a  p résen te  expé r ' i ence  cons t i t ue  l a  p remiè re

inves t i ga t i on  du  rô le  de  
' l a  

pho toass im i  l a t ' i on  du  ca rbone  dans  1a  récupéra t ' i on

de  l a  c ro i ssance  de  popu ' l a t i ons  phy top lanc ton iques  exposées  à  des  i ons

méta l  1  i ques  tox iques .

6 . 2 Matér ie l  e t  méthodes

6.2 .1  Pro toco le  expér imenta l

Tro ' i s  bou te i l l es  en  po l yca rbona te  con tenan t  20  L  de  m i l i eu  de  cu l tu re

AAP mod ' i f i é  ( sans  EDTA:  Ch iaudan i  e t  V igh i  1978)  on t  é té  i nocu ' l ées  avec  une

popu la t i on  asynch rone  de  l a  Ch lo rophycée  S .  cap r i co rnu tum a f i n  d rob ten i r  une

d e n s ' i t é  c e l l u l a i r e  i n i t i a l e  d e  2 5  0 0 0  c e l l u l e s . m L - 1 .  L e s  c o n d i t i o n s  d e

tempéra tu re  e t  d ' éc la i remen t  é ta ien t  ce l l es  déc r i t es  à  l a  sec t i on  3 .1 .  Pendan t

t o u t e  l a  d u r é e  d e  l r e x p é r i e n c e ,  l e  p H  é t a i t  m a i n t e n u  à  7 . 2  +  0 . 2  p a r  1 ' a j o u t

a u t o m a t i q u e  d e  C 0 ,  ( B a t e s  e t  a l .  1 9 8 5 ) ,  c o n t r ô 1 é  à ' l r a i d e  d r u n  c o n t r ô 1 e u r  à  p H

( H o r i z o n  E c o l o g y  C o . ,  m o d è 1 e  5 9 9 7 ) .

A u  d é b u t  d e  l a  p h a s e  e x p o n e n t i e l l e  d e  c r o i s s a n c e ,  d e u x  d e s  t r o i s

cu l tu res  é ta ien t  con taminées  avec  une  so lu t i on  concen t rée  de  Cd  a f i n  d rob ten i r
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des  concen t ra t i ons  nomina les  de  30  e t  100  Ug  Cd .L -1 .  La  t ro i s ième cu l tu re

s e r v a i t  d e  t é m o i n .  A p r è s  4 8  h  d r e x p o s i t i o n  a u  C d  ( p é r i o d e  d ' e x p o s i t j o n :

0  -  48  h ) ,  de  I  rEDTA (concen t ra t ' i on  f  i na le :  2 .67  x  10 -6M)  é ta i t  a jou té  à

c h a c u n e  d e s  c u l t u r e s  a f i n  d e  c o m p l e x e r  l e  C d  e n  s o j u t i o n  ( c . f . s o u s - s e c t i o n

3 . 3 . 2 ) .  S u i t e  à  I  r a j o u t  d ' E D T A ,  1 ' e x p é r i e n c e  s e  p o u r s u i v a i t  j u s q u ' à  9 6  h

( p é r i o d e  d e  r é c u p é r a t j o n :  4 8 . 5  -  9 6  h ) .

À  i n te rva l ' l es  régu l i e rs  pendan t  l es  pé r iodes  d rexpos i t i on  au  Cd  e t  de

récupéra t i on ,  des  mesures  de  dens i té  ce l  l u la i re ,  de  b iomasse  ( ch ' l o rophy l ' l e -a :

c h l - a ) ,  d e  t a u x  d ' a s s ' i m i l a t i o n  d e  c a r b o n e  e t  d ' a l l o c a t i o n  d u  c a r b o n e  a s s i m i l é

d a n s  l e s  m é t a b o l ' i t e s  à  f a j b l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  ( M F P M ) ,  d a n s  l e s  p r o t é i n e s ,

dans  l es  l i p i des  e t  dans  1es  po ' l ysacchar ides  on t  é té  e f fec tuées .

6  .2 .2  Mé thodes  de

a ) Dénombrenrent des cellules

À  chaque  temps  d 'échan t i ' l  l onnage ,  1es  ce l  l u les  on t  é té  dénombrées

quatre fo ' is  au moyen d 'un compteur  é lect ron ' ique de par t ' icu les (Cou' l ter  Counter ;

m o d è l e  T A )  m u n j  d ' u n e  c e l l u l e  a y a n t  u n  o r i f i c e  d e  7 0  u m .

b ) Chlorophyl le-a

La  mé thode  d 'ex t rac t i on  de  ch l -a  déc r i t e  pa r  S t r i ck land  e t  Pa rsons

( t972 )  a  é té  re tenue  pou r  l e  p résen t  t rava i l .  Deux  échan t i l l ons  de  20  mL  de

cu l tu re  é ta ' i en t  f i l t r és  su r  des  membranes  en  m ' i c ro f i b res  de  ve r re  de  4 .5  cm de

d j a m è t r e  ( W h a t m a n  G t / C ) .  A f  i n  d ' é v i t e r  I ' a c i d ' i f  i c a t i o n  d u  f  i l t r e  e t  l a

mesures
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d e s t r u c t i o n  p o s s j b l e  d e  1 a  c h ' l - a ,  0 . 5  m L  d ' u n e  s o l u t i o n  s a t u r é e  d e  M g C 0 .  é t a i t

a i o u t é  v e r s  l a  f i n  d e  l a  f i ' l t r a t j o n  ( S t r i c k l a n d  e t  P a r s o n s  L 9 7 2 ) .  L e s  f i l t r e s

é ta ien t  conse rvés  à  l r obscu r i t é ,  au  congé la teu r  j usqu 'au  momen t  du  dosage  de  1a

c h l - a  ( .  t S  j o u r s ) .

Au  momen t  de  1 'ana1yse ,  1es  f i l t r es  é ta ien t  déconge lés  e t  b royés  dans

un  fa ib ' l e  vo lume d 'acé tone  à  g0% avec  un  b royeu r  à  t i ssus .  Ce t te  é tape  v i se  à

amé l io re r  I ' e f f j cac i t é  de  
' l r ex t rac t i on  

(Yen tsch  e t  Menze l  1963)  dans  10  mL

d 'acé tone  à  90% pendan t  24  h  à  4oC (S t r i ck land  e t ,  Pa rsons  1972) .  L rex t rac t j on

te rm inée ,  l es  échan t i l l ons  é ta ien t  cen t r i f ugés  pendan t  10  m in  à  30009 .  Au  moyen

d r u n e  p i p e t t e  P a s t e u r ,  u n e  a 1  i q u o t e  d e  I  ! é c h a n t i l l o n  é t a i t  p r é 1 e v é e  e t  l e

dosage  é ta i t  e f f ec tué  au  moyen  d run  f l uo r imè t re  Tu rne r  Des ' i gns  se lon  l a  mé thode

déc r i t e  pa r  APHA e t  a l .  ( 1980) .  Ap rès  co r rec t i on  pou r  l a  phéophy t i ne  a ,  un

pigment  de dégradat ion de la  ch l -g qu ' i  in ter fère avec son dosage (Vernon 1960;

Pa t te rson  e t  Pa rsons  1963) ,  1a  concen t ra t i on  en  ch l -a  dans  l e  m i l i eu  de  cu l tu re

é ta i t  ob tenue  e t  es t  exp r imée  en  Ug  ch l -a .L -1 .

c ) Taux dtass imi la t ion de carbone

Lrac t i v i t é  pho tosyn thé t i que  d 'a lgues  p lanc ton iques  peu t  ê t re  es t jmée  en

mesuran t ' l a  quan t i t é  de  1aC inco rpo rée  dans  l es  a lgues  ap rès  i ncuba t i on  dans  un

mi l  i eu  ayan t  reçu  du  NaH1aCO. .  Ce t te  mé thode ,  i n i t i a l emen t  déc r i t e  pa r

S teemann-N ie l sen  (1952) ,  es t  l a rgemen t  accep tée  e t  j t i l ' i sée  a f i n  de  dé te rm ine r

la  p roduc t i on  pho tosyn thé t i que  de  d i ve rs  hab i ta t s  aqua t i ques  (L i  e t  Go ldman

1981 ;  R icha rdson  e t  gL .  i 984 ) .  Cependan t ,  ma lg ré  l rusage  répandu  de  ce t te

méthode  une  i nce r t i t ude  demeure ,  à  savo i r  s i  e l l e  mesure  l a  pho tosyn thèse  ne t te

o u  b r u t e  ( R i c h a r d s o n  e t  a l .  1 9 8 4 ) .  0 r ,  p o u r  l e s  f i n s  d e  1 a  p r é s e n t e  e x p é r i e n c e
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' l a  
du rée  de  I ' i ncuba t ' i on  en  p résence  de  14C a  é té  rédu i te  à  2  h  a f  i n

d raugmen te r  l es  p robab i l i t és  d rob ten ' i r  une  mesure  de  i a  pho tosyn thèse  b ru te

(Ryther  1954;  Thomas 1964;  Malone 1982) .  Cet te quest ion est  impor tante puisque

la  p roduc t i on  p r ima i re  ne t te  es t  dé f i n ie  comme é tan t  éga1  e  au  taux  de

pho tosyn thèse  b ru te  mo ins  l e  t aux  de  resp i ra t i on ,  e t  que  l a  resp i ra t i on  peu t

ê t re  i nh ibée  à  ce r ta ines  concen t ra t i ons  de  Cd  (Lee  e t  a l .  L976 ;  Sa thya  e t

Ba lak r i shnan  1988) .  A ins i ,  en  ne  mesuran t  que  l e  taux  de  pho tosyn thèse  b ru te

les données obtenues aux d i f férentes concentrat , ions de Cd peuvent  êt re

comparées  e t  son t  rep résen ta t i ves  des  p rocessus  d 'ass im i l a t i on  de  ca rbone .

À  pa r t i r  de  ces  cons idé ra t i ons  l a  mé thode  su i van te  a  se rv i  à  mesure r  l e

t a u x  d ' a s s i n i l a t i o n  d e  c a r b o n e .  À  i n t e r v a l l e s  r é g u 1 . i e r s ,  d e u x  é c h a n t ' i l l o n s  d e

50  mL  de  rn i l i eu  de  cu l tu re  é ta ien t  p ré1evés  e t  ve rsés  dans  des  f l acons

Erhlenmeyer  en polycarbonate de 250 mL.  Avant  de fermer les f lacons et

d r i ncuber  l es  échan t ' i ' l l ons  pendan t  deux  heu res  à  une  j n tens i té  l um ineuse  de

6 5  U E . m - z . s e c - 1  ( i n t e n s i t é  d e  s a t u r a t i o n  d e  l a  p h o t o s y n t h è s e :  c . f .  s e c t i o n

3 . 1 ) ,  u n e  a l i q u o t e  d e  1 0  m L  é t a i t  p r é 1 e v é e .  N e u f  m L  s e r v a i e n t  à  l a

dé te rm ina t i on  de  l a  concen t ra t i on  de  ca rbone  ino rgan ique  d i ssous  (mesure  du

H 1 2 C O i  d i s p o n i b l e )  e t  2 0 0  p L  s e r v a i e n t  à  l a  d é t e r m i n a t i o n  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é

( m e s u r e  d u  H 1 a C O r -  d i s p o n i b ' l e )  p a r  l e s  m é t h o d e s  d é c r i t e s  à  l a  s e c t i o n  4 . 2 . 2 .

À  l a  f i n  d e  l a  p é r i o d e  d ' i n c u b a t i o n ,  u n e  a 1  i q u o t e  d e  2 0  m L  d e

l r é c h a n t i l l o n  é t a i t  f i l t r é e  s u r  u n e  m e m b r a n e  N u c l e p o r e  d ' u n e  p o r o s i t é  d e
I

0 . 4  g m .  L e  f i l t r e  é t a i t  e n s u ' i t e  r i n c é  a v e c  1 0  m L  d e  m i l i e u  d e  c u l t u r e  A A P  a f i n

d ' é l ' i m i n e r  l a  r a d i o a c t i v ' i t é  r é s ' i d u e l l e  ( F u r n a s  1 9 8 3 ;  J a s p e r  e t  B o t h w e l l  1 9 8 6 ) .

L e s  f i l t r e s  s é c h é s  é t a i e n t  e n s u i t e  d é p o s é s  d a n s  u n e  f i o l e  à  s c i n t i  I  l a t i o n

c o n t e n a n t  1 0  m L  d e  l i q u i d e  à  s c ' i n t i l l a t ' i o n  d e  m a r q u e  S c i n t j v e r s e  I I .  L a  r a d ' i o *
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ac t i v i t é  des  échan t i l l ons  é ta i t  mesurée  pa r

4 . 2 . 2 .  L e  t a u x  d ' a s s i m i l a t i o n  d e  c a r b o n e  é t a i t

d e  V o l l e n w e i d e r  ( 1 9 7 4 ) :

l a  mé thode  déc r i t e  à  l a  sec t ' i on

e n s u i t e  c a l c u l é  a v e c  1 r é q u a t i o n

l a C  a s s i m i 1 é  x  1 2 C  d i s p o n i b l e  x  1 . 0 6
U g  C ' L - 1 ' h - 1  -

1 4 C d i s p o n i b 1 e . 2 h

A u c u n e  c o r r e c t i o n  p o u r  l ' a s s i m i l a t i o n  d e  c a r b o n e  à  l r o b s c u r i t é  n ' a  é t é  a p p o r t é e

( M a ' l o n e  L 9 8 2 ;  R i c h a r d s o n  e t  a l .  1 9 8 4 )  p u i s q u ' u n e  e x p é r i e n c e  p r é l i m i n a i r e  a

démon t ré  que  ce t te  va leu r  é ta i t  t ou jou rs  i n fé r i eu re  à  L0% de  I ' ass im i l a t i on  à

l a  l u m i è r e .

L a  d e u x i è m e  a l i q u o t e  d e  2 0  f r L ,  s e r v a n t  à  m e s u r e r  l e  t a u x

d ' i nco rpo ra t i on  du  ca rbone  ass im ' i l é  dans  l es  f rac t i ons  macromo lécu la ' i r es ,  é ta i t

f i l t r ée  su r  une  membrane  en  m ic ro f i b res  de  ve r re  de  2 .5  cm de  d iamèt re  (h /ha tman

G F / C ) .  A p r è s  r i n ç a g e  a v e c  1 0  m L  d e  m i l i e u  d e  c u l t u r e  A A P ,  l e s  f i l t r e s  é t a i e n t

' i n t rodu  j t s  dans  des  ép rouve t tes  con tenan t  L .2  mL  d reau  déminé ra l  i sée .  I l s

é ta ' i en t  a lo rs  conge lés  j usqu rau  momen t  de  l eu r  ana lyse .  L 'ana lyse  é ta i t

e f f e c t u é  s e l o n  l a  m é t h o d e  d é c r i t e  à  l a  s e c t i o n  4 . 2 . 2  e L  l e  t a u x  d r i n c o r p o r a t i o n

de  ca rbone  dans  chaque  f rac t i on  macromo lécu ' l a i re  é ta i t  ca l cu lé  avec  l ' équa t i on

de Vol lenweider  (L974)  décr i te  précédemment .

L r e n s e m b l e  d e s  r é s u l t a t s  d ' a s s i m ' i l a t i o n  d e  c a r b o n e  o n t  e n s u i t e  é t é

e x p r i m é s  p a r  u n i t é  d e  c e l l u l e  ( U g  C . c e l l u l e - 1 . h - 1 ) ,  l e  v o l u m e  c e l l u l a i r e

n r a y a n t  p a s  v a r i é  a v e c  l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  C d  ( F  =  0 . 8 1 ;  p  =  0 . 4 5 ) .
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6 . 3 R é s u l t a t s  e t  d i s c u s s i o n

Au  cou rs  des  48  p rem ' iè res  heu res  de  I ' expé r ' i ence ,  l a  dens i té  ce l l u la j re

( F i g u r e  6 . 1 A ) ,  1 a  b i o m a s s e  e n  c h ' l - e  ( F i g u r e  6 . 1 8 )  a i n s i  q u e  1  r a s s ' i m i ' l a t i o n  d e

c a r b o n e  ( F i g u r e  6 . 2 )  s o n t  s i g n i f i c a t i v e n e n t  p l u s  f a i b l e s  c h e z  l e s  p o p u l a t i o n s

e x p o s é e s  à  3 0  e t  1 0 0  U g  C d . L  ( T a b l e a u  6 . 1 ) . L e s  t a u x  d e  c r o i s s a n c e  d e s

popu la t i ons  exposées  à  30  e t  100  Ug  Cd .L - l  son t  60?6  e t  2% du  témo in  l o rsqu ' i l s

s o n t  c a l c u l é s  a v e c  l e  n o m b r e  d e  c e l l u l e s  ( T a b l e a u  6 . 2 A )  t a n d i s  q u ' j 1 s  s o n t  5 6 %

et  l 0% du  témo in  l o rsqu r i l s  son t  ca l cu lés  avec  l a  ch l -  comme mesure  de  l a

b i o m a s s e  a 1 g a l e  ( T a b l e a u  6 . 2 8 ) .  E n  c e  q u i  a  t r a j t  à  I ' a c t i v i t é  p h o t o -

s y n t h é t i q u e ,  l e s  t a u x  d ' a s s i m i l a t i o n  d e  c a r b o n e  ( p g  C . c e l l u l e - 1 . h - 1 )  s o n t  6 2 %

et  20% de  l a  va leu r  de  l a  popu ' l a t i on  témo ' i n  chez  l es  popu la t i ons  exposées

respec t i vemen t  à  30  e t  à  100  Ug  Cd .1 - t  (Tab ' l eau  6 .3 ) .  Les  résu l ta t s  ob tenus  à

1a  p lus  fo r te  concen t ra t i on  de  Cd  con f i rmen t  ceux  de  Ber land  e t  a l .  ( 1977)  qu i

on t  démon t ré  que  l e  taux  de  d i v i s ion  ce l l u la i re  de  l a  d ia tomée  Ske le tonema

c o s t a t u m  é t a i t  p l u s  s e n s i b l e  à  l a  t o x i c i t é  d u  C d  q u e  1 ' a s s i m i l a t i o n  d e  c a r b o n e .

C e p e n d a n t ,  à  l a  p l u s  f a i b l e  c o n c e n t r a t i o n  d e  C d  u t i l i s é e  i c i ,  l e  d e g r é

d ' i n h i b ' i t i o n  d e  l a  c r o i s s a n c e  e s t  t r è s  s i m i l a i r e  à  c e l u i  d e  l a  p h o t o s y n t h è s e .

L r i nh ib i t i on  de  l a  pho tosyn thèse  pa r  l e  Cd  pou r ra i t  ê t re  a t t r i buée  à

d e u x  p r i n c i p a u x  f a c t e u r s .  D ' u n e  p a r t ,  l a  d i m i n u t i o n  s i g n i f i c a t i v e  d e  1 3 %  e t  d e

35% des teneurs en ch l -a des ce l  lu les exposées respect jvement  à 30 et

1 0 0  U g  C d ' L - 1  ( F i g u r e  6 . 3 ;  T a b l e a u  6 . 1 )  p o u r r a ' i t  r é d u i r e  l a  q u a n t i t é  d ' é n e r g ' i e

d i spon ib le  pou r  1es  réac t i ons  pho toch im iques  de  1a  pho tosyn thèse .  I ' l  ex i s te  en

e f fe t  une  re la t j on  é t ro ' i t e  en t re  l es  teneurs  en  ch l -a  e t  l r ac t i v i t é  pho to -

ch im ique  du  cen t re  réac t i one l  du  pho tosys tème (P réze l i n  1981) .  Conway  (1973)  e t

Bazzaz  e t  Gov ind jee  (1974)  on t  respec t i vemen t  démon t ré  que  l e  Cd  d im inue  l es
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T a b l e a u  6 . 1 :  E f f e t s  d u  C d  s u r  l a  d e n s ' i t é  c e l l u l a i r e ,  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  c h l - a

d a n s  l e  m i l i e u ,  l a  c o n c e n t r a t ' i o n  d e  c h l - a  d a n s  l e s  c e l l u l e s  e t  l e

taux  de  pho tosyn thèse  pendan t  1a  pé r iode  d 'expos i t i on  (0  *  48  h )

à  0 ,  30  e t  L00  ug  Cd 'L - l .  (ANOVA à  l  c r i t è re ) .

PARAMÈTRE RAPPORT F PROBAB I LITÉ

D e n s i t é  c e l  l u l a ' i r e

( c e 1 1 u l e s . L - i )

C h l - a

( u g  C h l - q . L - ' )

C h l = . c e ' l l u l e - 1

( p g  C h l - a . c e ' l l u l e - 1 )

Taux de photosynthèse

( P g  C ' c e l ' l u l e - 1 ' h - 1 )

5 .  i 4

4 . 1 3

6 . 7 8

7 4 . 9 t

0 . 0 1  < p < 0 . 0 5

0 . 0 1  < p < 0 . 0 5

<  0 . 0 1

<  0 . 0 1
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Tab leau  6 .2 :  Taux  de  c ro ' i ssance

pendan t  1es  pé r iodes

( p . h )  d e  p o p u ' l a t i o n s

d ' e x p o s j t i o n  a u  C d  e t

de l .  capr icornu tum

de récupéra t ion .

A -  Dens i té  ce l l u la i re

lcdl u o - + g t ' u  + g . 5  -  9 6  h % augm.

Témoi  n

3 0  p g  C d ' L - l

1 0 0  u g  C d . L - 1

0 . 0 4 0

4.024

0 . 0 0 1

0 . 0 4 5

0 . 0 5 2

0 . 0 3 2

1 3

1.t7

3200

B - Chlorophylle-a

lcd l u o - + a r , F + g . 5 - 9 6 h % augm.

Témoi  n

3 0  U g  C d ' L - 1

1 0 0  p g  C d . L - x

0 . 0 5 9

0 . 0 3 3

0 . 0 0 6

0 . 0 2 3

0 . 0 4 0

0 . 0 3 6

-156

21.

500
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Tab leau  6 .3  Taux  moyen  de  pho tosyn thèse  de  popu la t i ons  d .  ! .  cap r i co rnu tum,

p e n d a n t  1 e s  p é r i o d e s  d ' e x p o s i t i o n  a u  C d  e t  d e  r é c u p é r a t i o n .

lcd l Expos  i t  i  on

p g  C . c e l l u l e - 1 . h - 1  %  t é m o i n

Récupérat i  on

p g  C . c e l l u l e - 1 h - 1  %  t é m o j n % augm.

Témo' in

3 0  p g  C d ' L - 1

0 . 1 6 7 1 0 . 0 3 9

0.10310 .025*

0  .26410.054

0 .28510. 089 108

58%

177%

1 0 0  u g  C d ' L - 1 0 .033+0 .007*

62

20 0 .  105+0. 044* 40 218%

*  S ign i f i ca t i vemen t  d i f f é ren t  du  témo in  pou r  p  =  0 .01 .
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t e n e u r s  e n  c h l o r o p h y l ' l e  d e  l a  d i a t o m é e  A s t e r i o n e l  l a  f  o r m o s a  e t  d e s

c h l o r o p l a s t e s  d e  m a î s .  D r a u t r e  p a r t ,  l r i n h i b i t i o n  d e  1 a  p h o t o s y n t h è s e  p o u r r a i t

ê t r e  l e  r é s u ' l t a t  d e  l r i n h i b i t i o n  d e  l r a n h y d r a s e  c a r b o n i q u e  ( V a 1 1 e e  e t  U l m e r

1 9 7 2 )  o u  d e s  r é a c t i o n s  p h o t o c h i m i q u e s  d e  l a  p h o t o s y n t h è s e  ( V a n

Du i j vend ' i j k -Ma t teo f  i  e t  Desmet  1975 ;  L i  e t  M i l es  1975 ;  Baszynsk i  e t  a ' l  .  1980 ;

0e  F i  1  i pp i s  e t  a l  .  1981a) .  Les  p résen ts  résu l ta t s  ne  pe rne t ten t  pas

d r i d e n t i f i e r  a v e c  p l u s  d r e x a c t i t u d e  l e  o u  l e s  p r o c e s s u s  d e  l a  p h o t o s y n t h è s e  q u ' i

son t  pe r tu rbés  pa r  1e  Cd .

A  p r e m i è r e  v u e ,  l e s  r é s u l t a t s  d ' i n c o r p o r a t i o n  d e  c a r b o n e  à  I ' i n t é r i e u r

des  f rac t i ons  de  macromo lécu les  suggèren t  qu 'aux  concen t ra t ' i ons  de  Cd

u t i l i s é e s ,  l a  c a r b o x y l a t i o n  a i n s i  q u e  l e s  v o i e s  d e  s y n t h è s e  d e s

po lysacchar ides ,  des  l i p i des  e t  des  p ro té ines  ne  son t  pas  fo r temen t  pe r tu rbées

p e n d a n t  l e s  p r e m i è r e s  4 8  h  ( F i g u r e s  6 . 4 A , 6 . 4 8  e t  6 . 4 C ) .  E n  e f f e t ,  l e s  t r o i s

popu la t i ons  é tud iées  a l l ouen t ,  en  moyenne ,  en t re  42% e t  45% du  ca rbone  ass ' im i l é

aux proté ines,  ent re 25% et  31% aux l ip ides et  ent re 14% et  19% aux

po lysacchar ides .  Les  mé tabo l  i t es  à  fa ib le  po ids  mo lécu la i re  rep résen ten t

généra lemen t  mo ins  de  13% du  ca rbone  ass im j l é .  Ce r ta ines  d i f f é rences  son t

cependan t  obse rvées  chez  l es  popu la t i ons  exposées  au  Cd .  Pa r  exemp le  l e  % de

ca rbone  inco rpo ré  dans  l es  po l ysacchar ides  es t  s ign i f i ca t i vemen t  p lus  é1evé  que

ce lu i  du  témo in  chez  1es  popu la t ' i ons  exposées  au  Cd ,  t and is  que  l e  % de  ca rbone

i n c o r p o r é  d a n s  l e s  l i p i d e s  e s t  s i g n i f i c a t i v e m e n t  m o ' i n s  é l e v é  q u e  c e l u i  d u

t é m o i n  à  1 0 0  p g  C d . L - 1  ( T a b l e a u  6 . 4 ) . P a r  a i l l e u r s ,  1 a  p r o p o r t i o n  d e  c a r b o n e

inco rpo ré  dans  l es  p ro té ines  chez  l es  popu la t ' i ons  exposées  au  Cd  n res t  pas

s ign i f i ca t j vemen t  d i f f é ren te  de  ce l l e  du  témo in .  Ce t te  obse rva t i on  es t

contra i re  aux résul ta ts  de Kremer et  Markham (1982)  qui  ont  observé une
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Incorporat ion (%) moyenne

a s s i m i l é  p a r  d e s  p o p u l a t i o n s

e t  100  Ug  Cd .L -1  pendan t

récupéra t i on .

dans les  macromolécu les  du  carbone
de ! .  capr icornu tum exposées à  0 ,  30

I  es pér i  odes d I  expos' i t  i  on et  de

E x p o s i t i o n Récupérat  i  on

L j  p i d e s

Témo i n

3 0  U g  C d . L - 1

1 0 0  s g  C d ' L - 1

MFPM

Témoi  n

3 0  u g  C d ' L - l

1 0 0  U g  C d ' L - l

Po l ysacchar  i des

Témoi  n

3 0  P g  C d ' L - l

1 0 0  u g  C d ' L - 1

Proté i  nes

Témoi n

3 0  U g  C d . L - l

1 0 0  u g  C d ' L - 1

3 1  . 3  I  5 . 6
2 8 . 3  r  4 .  5
2 5 . 4  +  7  . 5 *

9 . 9  +  4 . 4

L z . I  +  4 . L

1 0 . 8  r  4 . 2

3 0 : 9  +  3 .  3

3 4 . 0  t  4  . 4 *

31.8 t 12.4

5 . 6  r  1 . 6

6 . 9  I  1 . 9 *

7 . 4  !  2 . 0 * *

1 1 . 5  r  2 . 9
1 3 . 3  J  3 .  5
1 4 . 4  I  6 .  3

5 2 . 0  r  4  . 2
45 .7  t  5 .9 * *
4 6 . 5  i  8 . 6 *

14.4

1 9 .  1

1 8 . 6

1 . 8

4 . 7 * *

4 . 5 * *

+

+

+

4 3 . 6  r  9 . 4
41 .7  t  7  .6
4 4 . 9  t  7  . 9

* * Sign i f i ca t i vemen t  d i f f é ren t  du  témo in  pou r  p  =  0 .01

S ign i f i ca t i vemen t  d i f f é ren t  du  témo in  pou r  p  =  0 .05
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' i n h i b i t i o n  d e  l a  s y n t h è s e  d e  p r o t é i n e s  ( m e s u r é e  p a r  l r i n c o r p o r a t i o n  d e  l a

14C- leuc ine )  chez  des  spo rophy tes  de  1 ra ' l gue  b rune  Lam ' ina r ia  sacchar ina  exposés

à  500  e t  1000  Ug  Cd .L -1  pendan t  qua t re  j ou rs .  Ces  d i f f é rences  en t re  l es

présents résul ta ts  et  ceux de Kremer et  Markham (1982)  pourra ient  ê t re

a t t r i buées  so i t  à  une  p lus  g rande  sens ib i l i t é  aux  e f fe t s  t ox iques  du  Cd  des

sporophytes comparat ivement  à ! .  capr icornutum, so i t  aux p lus for tes

concen t ra t ' i ons  de  Cd  e t  à  l a  du rée  d 'expos i t i on  p ' l us  l ongue  u t i l ' i sées  pa r  ces

dern i  ers  .

L a  s y n t h è s e  d e s  m a c r o m o l é c u l e s  ( p g  C . c e l l u l e - 1 . h - 1 )  a p p a r a î t  t o u t e f o i s

pe r tu rbée  pa r  l e  Cd .  En  e f fe t ,  a lo rs  que  chez  l a  popu la t i on  témo in  l es  taux  de

syn thèse  des  macromo lécu les  son t  s ' i gn i f i ca t i vemen t  co r ré ' l és  au  taux  de  pho to -

s y n t h è s e  ( p g  C . c e l  l u l e - 1 . h - 1 ) ,  c e s  c o r r é l a t i o n s  n e  s o n t  j a m a i s  s i g n i f i c a t i v e s

en  p résence  de  30  e t  100  gg  Cd .L - l  (Tab ' l eau  6 .5 ) .

Ap rès  
' l ' a j ou t  

dTEDTA (pé r iode  de  récupéra t i on ) ,  une  augmen ta t i on

impor tan te  du  taux  d 'ass im i l a t i on  de  ca rbone  es t  obse rvée  (F igu re  6 .2 ;  Tab leau

6 .3 ) .  En  e f fe t ,  t and i s  que  chez  
' l a  

popu ' l a t i on  témo in  l e  t aux :  de 'pho tosyn thèse

augmente de 587o,  chez les populat ions exposées respect ivement  à 30 et  100 Ug

Cd 'L -1  ces  augmen ta t i ons  a t te ignen t  des  va leu rs  de  L77% e t  zLgÂ .  Seu le  l a

p h à t o s y n t h è s e  d e  l a  p o p u l a t ' i o n  e x p o s é e  à  1 0 0  U g  C d . L - 1  d e m e u r e

s i g n i f i c a t i v e m e n t  p l u s  f a i b l e  q u e  c e l l e  d u  t é m o i n .  L r a u g m e n t a t j o n  d u  t a u x  d e

pho tosyn thèse  de  1a  popu ' l a t i on  témo in  su i te  à  l r a jou t  d 'EDTA pour ra i t  ê t re  l e

r é s u l t a t  d r u n e  a u g m e n t a t i o n  d e  l a  b i o - d i s p o n i b i l i t é  d u  f e r .  L e s  a u g m e n t a t i o n s

du  taux  de  pho tosyn thèse  son t  accompagnées  d 'une  augmen ta t i on  de ' l a  p ropo r t i on

d e  c a r b o n e  a s s i m i l é  q u i  e s t  i n c o r p o r é  d a n s  l e s  p r o t é i n e s  e t  d ' u n e  d i m ' i n u t i o n  d u
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Coe f f  i c i en ts  de  co r ré la t i on  en t re  I  e  t aux  de  pho tosyn thèse

e t  l es  taux  de  syn thèse  des  macromo lécu les  au  cou rs  des  pé r iodes

d ' e x p o s i t i o n  e t  d e  r é c u p é r a t ' i o n  c h e z  l e s  p o p u l a t ' i o n s  d e  S .

c a p r i c o r n u t u m  e x p o s é e s  à  0 ,  3 0  e t  1 0 0  U g  C d . L - 1 .

E x p o s i t i o n Récupérat  i  on

photosynthèse photosynthèse

Témo i n

Photosynthèse

L i p i d e s

MFPM

Po lysacchar  i  des

Pro té  i  nes

3 0  u g  C d ' L - t

Photosynthèse

L i p i d e s

MFPM

Po l ysacchar i  des

Proté i  nes

100  t t g  Cd .L -  r

Photosynthèse

L i p i d e s

MFPM

Po lysacchar  i  des

Pro té  i  nes

1  . 0 0 0

0 . 6 0 7 *

4.592*

0 .  559*

0 . 3 7 1

1 .000

0 . 7 9 8 *

0 . 6 3 6 *

0 . 7 5 7 *

0 . 8 9 4 *

1  . 0 0 0

0.884*

0 . 6 8 9 *

0 . 7 0 3 *

0  .860*

1 . 0 0 0

0 . 3 6 3

0 . 0 1 0

0 . 2 7 4

0  . 4 3 6

1 . 0 0 0

0 . 1 5 0

0 . 0 7 5

0. t29

0. r92

I  . 0 0 0

0 . 3 2 4

0 . 2 0 0

0 . 3 0 0

0 . 0 5 7

S i g n i f i c a t i f  p o u r  p  <  0 . 0 5
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% de  ca rbone  inco rpo ré  dans  l es  MFPM e t  dans  
' l es  po l ysacchar ides .  Pa r  a ' i l l eu rs

chez  Ies  popu la t i ons  exposées  au  Cd  la  p ropo r t i on  de  ca rbone  a l l ouée  aux
' l i p i des  

augmen te  (Tab leau  6 .4 ) .  De  p lus  au  cou rs  de  l a  pé r iode  de  récupéra t i on ,

l es  taux  de  syn thèse  des  macromo lécu les  dev iennen t  s ign i f i ca t ' i vemen t  co r ré ' l és

au  taux  de  pho tosyn thèse  chez  l a  popu la t i on  exposée  à  30  ug  cd .L -1 .  ces

co r ré la t i ons  demeuren t  t ou te fo ' i s  non -  s ign i f i ca t i ves  à  l a  concen t ra t i on  de

1 0 0  u g  C d ' L - 1  ( T a b ' l e a u  6 . 5 ) ,  c o n c e n t r a t i o n  à ' l a q u e l l e  l e s  t a u x  d e  c r o i s s a n c e  e t

de  pho tosyn thèse  n 'a t te ignen t  pas  l es  n i veaux  de  l a  popu la t i on  témo in .

Les augmentat ions des taux de photosynthèse observées pendant  la

pé r iode  de  récupéra t i on  résu l ten t  en  d ' impor tan tes  augmen ta t i ons  des  taux

d ' i n c o r p o r a t ' i o n  d e  c a r b o n e  d a n s  l e s  f r a c t i o n s  m a c r o m o l é c u l a i r e s ,  1 e s

augmen ta t i ons  l es  p lus  impor tan tes  é tan t  obse rvées  dans ' l e  cas  des  p ro té ines  e t

d e s  l i p i d e s  ( T a b l e a u  6 . 6 ) . c h e z  l a  p o p u l a t ' i o n  e x p o s é e  à  3 0  u g  c d . L - 1  l e  %

draugmen ta t i on  de  l a  pho tosyn thèse  ( t t g%)  e t  de  l a  syn thèse  des  p ro té ines

( l L 7 % )  ( %  d r a u g m e n t a t i o n  à  3 0  C d . L - r  -  %  d r a u g m e n t a t i o n  d u  t é m o i n )

co r responden t  au  deg ré  de  récupéra t i on  de  l a  c ro i ssance  (L I7%) .  Chez  l a

popu la t i on  exposée  à  100  Ug  Cd .L -1  tou te fo i s ,  1a  récupéra t i on  de  l a  c ro i ssance

es t  beaucoup  p lus  impor tan te  que  1a  récupéra t i on  de  1a  syn thèse  des  p ro té ines .

Cer ta ins  au teu rs  suggèren t  que  l e  taux  d ' i nco rpo ra t i on  de  ca rbone  dans  l es

p ro té ' i nes  es t  une  me i l l eu re  mesure  du  taux  de  c ro i ssance  des  popu la t i ons

phy top lanc ton iques  que  l e  taux  to ta l  d ' ass im i l a t ' i on  de  ca rbone  mesuré  pa r  l a

mé thode  de  S teemann-N ie l sen  (1952)  (Mor r i s  1980 ;  D i  Tu l l i o  e t  Laws  1983 ;

Lance lo t  e t  Ma tho t  1985) .  Cec i  peu t  ê t re  exp l  i quée  pa r  l e  f a i t  que  l a

c ro ' i ssance  e t  l a  d ' i v ' i s i on  ce l l u la i re  dépenden t  p lus  de  1a  syn thèse  de  p ro té ines

q u e  d e ' l a  s y n t h è s e  d e  p r o d u i t s  d e  r é s e r v e  t e l s  q u e  1 e s  p o l y s a c c h a r i d e s  e t  l e s
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T a b l e a u  6 . 6 :  T a u x  m o y e n s  d e  s y n t h è s e  d e s  m a c r o m o l é c u l e s  ( p g  C ' c e l l u l e - 1 ' h - 1 )

pendan t  l es  pé r iodes  d 'expos i t i on  e t  de  récupéra t i on  chez  S .

cap r i co rnu tum exposé  à  0 ,  30  e t  100  Ug  Cd 'L -1 .

E x p o s  i t i o n Récupérat i  on % d 'augmen ta t i on

L i p i d e s

MFPM

Témo i n

3 0  u g  C d ' L - 1

100  t rg  Cd .L -  1

0 . 0 5 2

0 . 0 2 9 * *

0 .008**

0 . 0 1 7

0 . 0 1 2 * *

0 .004 ' r *

0 . 0 2 5

0 . 0 2 0 *

0 . 0 0 6 * *

0 . 0 7 3

0 . 0 4 3 * *

0 . 0 1 5 * *

0 . 0 8 2

0 . 0 9 7 * *

0 . 0 3 1 * *

0 . 0 1 3

0 . 0 2 0 * *

0 . 0 0 7 * *

0 . 0 2 9

0 . 0 3 7 * *

0 . 0 1 . 5 * *

c d . L -  1

c d  . L -  1

0 .  1 3 7

0 .  1 3 1

0 . 0 5 0 * *

58%

234%**

287%**

-23%

67%**

75%**

L6%
g5%**

L50%**

88%

205%**

233%**

Témo' in

3 0  U g  C d ' L - l

1 0 0  u g  C d . L - 1

Po lysacchar  i des

Témo i n

3 0  u g  C d ' L - 1

1 0 0  U g  C d ' L - 1

Proté i  nes

Témo i n

30 ug
100 pg

* *  S i g n i f i c a t i v e m e n t  d i f f é r e n t  d u  t é m o i n  p o u r  p  =  0 . 0 1

Sign i f i ca t ' i vemen t  d i f f é ren t  du  témo in  pou r  p  =  0 .05
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1  i p i d e s  ( L i  e t  H a r r i s o n  1 9 8 2 )  .  À  l a  I  u m i è r e  d e  n o s  r é s u l t a t s  e t  d e s

cons ta ta t i ons  de  Mor r i s  (1980) ,  D i  Tu l l i o  e t  Laws  (1983)  e t  Lance lo t  e t  Ma tho t

( 1 9 8 5 ) ,  i l  s e m b l e  d o n c  q u ' à  1 a  p l u s  f o r t e  c o n c e n t . r a t i o n  d e  C d ,  l r i n h i b i t i o n  d e

la  c ro i ssance  peu t  ê t re  a t t r i buée  en  pa r t i e  seu lemen t  aux  fa ib les  taux  de

syn thèse  des  p ro té ines .  En  e f fe t  a lo rs  que  du ran t  l a  pé r iode  de  récupéra t i on  l e

taux  de  c ro i ssance  de  l a  popu la t i on  exposée  à  100  Ug  Cd .L - t  se  s i t ue  à  7L% du

t6mo in ,  son  taux  de  syn thèse  des  p ro té ines  n 'es t  que  36% du  taux  de  l a

popu la t i on  témo in .  Le  Cd  pou r ra i t  éga ' l emen t ' i nh ibe r  l a  c ro i ssance  en  pe r tu rban t

l a  d i v i s i o n  c e l  l u l a i r e .  E n  e f f e t ,  1 e  C d  p o u r r a ' i t ,  d ' u n e  p a r t ,  p r o v o q u e r  u n

a r rê t  de  l a  m i tose  en  se  comp lexan t  au  GSH (g ' l u ta th ion  rédu i t ) ,  d im inuan t  a ins i

l e  rappor t  g lu ta th ' i on  rédu i t :  g lu ta th ion  oxydé  (GSH/GSSG)  (F lo rence  e t  S tauber

1 9 8 6 ) .  0 r ,  u n  r a p p o r t  G S H / G S S G  é l e v é  f a v o r i s e  l a  d i v i s i o n  c e l l u l a i r e  ( K o s o w e r

e t  Kosower  1978) .  D rau t re  pa r t ,  l e  Cd  pou r ra i t  pe r tu rbe r  l a  f o rma t ion  du  fuseau

achromat ique  l o rs  de  l a  d ' i v i s i on  ce l l u la i re  en  se  comp ' l exan t  au  S  de  l a

mé th ion ine ,  un  ac ide  aminé  imp l i qué  dans  l a  fo rma t ion  du  fuseau  ach romat ique

( D a v i e s  1 9 7 6 ) .

Chez  l es  popu la t i ons  a ' l ga ' l es ,  l a  syn thèse  de  l  i p i des  semb le  j oue r  un

rô le  impor tan t  dans  l a  récupéra t i on  de  l a  c ro i ssance .  En  e f fe t ,  chez  l es

popu la t i ons  exposées  à  30  e t  à  100  Ug  Cd .L -1 ,  des  augmen ta t i ons  de  234% e t  de

287% du  taux  d ' i nco rpo ra t i on  de  ca rbone  dans  l es  l i p i des  son t  obse rvées  ap rès

l ' a j o u t  d ' E D T A  ( T a b l e a u  6 . 6 ) .  P a r  a i l l e u r s ,  c h e z  l a  p o p u l a t i o n  e x p o s é e  à

3 0  p g  C d . L - 1  l e  t a u x  d e  s y n t h è s e  d e  l i p i d e s  e s t  1 8 %  p l u s  é 1 e v é  q u e  c e l u i  d u

témo in  a lo rs  que  son  taux  de  c ro i ssance  es t  15% p lus  é levé  (Tab leau  6 .2A) .
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L ' i m p o r t a n c e  d e s  l i p i d e s  d a n s  l a  r é c u p é r a t i o n  d e  c e l l u l e s  e x p o s é e s  à

des  mé taux  à  éga lemen t  é té  obse rvée  pa r  h /o r tman  e t  B j ssonne t te  (1988) .  Ces

a u t e u r s  o n t  e n  e f f e t  d é m o n t r é  q u e  l a  r é c u p é r a t i o n  d e  l a  c r o i s s a n c e

d ' E s c h e r i c h i a  c o l  j  p r é a l a b l e m e n t  e x p o s é  à  u n  r e j e t  m ' i n ' i e r  a c i d e  n é c e s s i t a i t  l a

syn thèse  de  p ro té ines ,  de  l i p i des  e t  d 'ARN.  Ces  au teuns  suggèren t  que  l e  beso in

d e  s y n t h è s e  d e s  l i p i d e s  s e r a i t  i n d i c a t i f  d e  d o m m a g e  à  l a  p a r o i  c e l l u l a i r e  o u

aux  membranes  cy top lasmiques .  Dans  ce  sens ,  Wong  e t  a l .  ( 1980)  suggèren t  qu 'un

des  modes  d rac t i on  du  Cd  es t  d ' i n te rag ' i r  avec  l a  mono-couche  de  phospho ' l i p i des

exe rçan t  a jns i  un  e f fe t  t ox ique  su r  l es  membranes  b io log iques .  Jones  e t  a l .

( 1 9 8 7 )  o n t  d r a i l l e u r s  p r o p o s é  q u e  l a  p e r t u r b a t i o n  d u  m é t a b o l ' i s m e  d e s  l i p i d e s

p a r  1 e  C d ,  e n t r e  a u t r e  p a r  1 a  d i m i n u t i o n  d e s  n i v e a u x  c e l l u l a ' i r e s  e n  a c i d e s  g r a s

p o l y i n s a t u r é s ,  p o u v a i t  o c c a s i o n n e r  d e s  r e t a r d s  d a n s  l a  c r o j s s a n c e .  L e s  a c i d e s

g r a s  p o l y i n s a t u r é s  s e r a i e n t ,  e n  e f f e t ,  p a r t i c u l  i è r e m e n t  s u s c e p t i b l e s  à  l a

dégradat ion par  la  péroxydat ion,  phénomène accentué par  la  présence de métaux

t e l  q u e  l e  C d  e t  l e  H g  ( J o n e s  e t  a l .  1 9 8 7 ) .  L e  r ô l e  d e s  l i p i d e s  c o m m e  p r o d u i t

de  rése rve  pouvan t  ê t re  ca tabo l ' i sé  pou r  fou rn i r  de  1 'éne rg ie  aux  ce l l u les

(Lehn inge r  L977) ,  pa r t i cu l i è remen t  dans  une  pé r iode  de  beso ins  acc rus  d 'éne rg ie

comme I ' es t  l a  pé r iode  de  récupéra t i on  de  l a  c ro ' i ssance ,  pou r ra i t  auss i

e x p l i q u e r  l r a u g m e n t a t i o n  d e  1 a  p r o p o r t i o n  d e  c a r b o n e  i n c o r p o r é  a u x  l i p i d e s .  D e

f a i t ,  d e s  a u g m e n t a t i o n s  c o n c o m i t a n t e s  d e s  t e n e u r s  c e l l u l a i r e s  e n  l i p i d e s  e t  e n

A T P  o n t  é t é  o b s e r v é e s  j u s t e  a v a n t  l a  d i v i s i o n  c e l l u l a i r e  c h e z  u n e  p o p u l a t i o n

synch rone  de  l a  Ch lo rophycée  Scenedesmus  sp .  (Sundberg  e t  N j l shammar -Ho lmva l l

1 9 7 5 ) .  T i l l b e r g  e t  K y l i n  ( 1 9 7 2 )  o n t ' d ' a i l l e u r s  d é m o n t r é  q u e  1 e s  j e u n e s  c e l l u l e s

a l g a l e s  u t ' i l i s a i e n t  l e s  a c i d e s  g r a s  c o m m e  s u b s t r a t  p r i n c i p a l  d e  l a  r e s p i r a t i o n .
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6 . 4 C o n c l u s i o n

Les  résu l ta t s  de  1a  p résen te  expé r ience  démon t ren t  que  I ' j nh ib i t i on  de

la  c ro i ssance  pa r  l e  Cd  es t  accon rpagnée  d rune  d im inu t i on  des  teneurs

c e l l u l a i r e s  e n  c h ' l o r o p h y l l e - a ,  l e  p r i n c i p a l  p i g m e n t  p h o t o s y n t h é t i q u e ,  a i n s i  q u e

d r u n e  d i m i n u t i o n ' i m p o r t a n t e  d e s  t a u x  d e  p h o t o s y n t h è s e .  P a r  a i l l e u r s ,  b i e n  q u e

la  ca rboxy la t i on  e t  l r i npo r tance  re la t i ve  des  vo jes  mé tabo l i ques  de  syn thèse

des  l i p i des ,  des  p ro té ines  e t  des  po l ysacchar ides  ne  semb len t  pas  i nh ibées  pa r

l e  C d ,  l e  f a i b l e  t a u x  d r a s s i m i l a t i o n  d e  c a r b o n e  c h e z  l e s  p o p u l a t i o n s  e x p o s é e s  à

30  e t  100  Ug  Cd 'L - l  r ésu l te  en  des  taux  de  syn thèse  des  macromo lécu les  gu i  son t

s i g n i f  i c a t i v e m e n t  p ' l u s  f a i b l e s  q u e  c h e z  l e  t é m o i n .

Par  a i ' l l eu rs ,  pendan t  1a  pé r iode  d 'expos i t i on  1e  pou rcen tage  de  ca rbone

inco rpo ré  dans  l es  po l ysacchar ides  es t  s ' i gn i f i ca t i vemen t  p lus  é levé  chez  l es

popu la t i ons  exposées  au  Cd  que  chez  l a  popu la t i on  témo jn .  Ce t te  augmen ta t i on

re la t i ve  de  l a  syn thèse  de  p rodu i t s  de  rése rve  dans  des  cond i t ' i ons  l im i tan tes

pour ' l a  c ro i ssance  es t  en  acco rd  avec  1 'hypo thèse  vou lan t  qu 'un  a jus temen t  du

m é t a b o l i s m e  d e s  p r o d u i t s  d e  r é s e r v e  s ' o p è r e  s e l o n  l e s  c o n d i t i o n s  d u  m i l i e u  a f i n

de  max im ' i se r  l e  t aux  de  c ro i ssance  ou  de  favo r i se r  l a  su rv ie  des  popu la t i ons

a lga les  pendan t  l es  pé r iodes  peu  favo rab les  pou r  l a  c ro i ssance  (Pa rnas  e t  Cohen

1 9 7 6 )  ( c . f  .  s e c t i o n  2 . 2 ) .  C e t t e  c o n c l u s i o n  e s t  s u p p o r t é e  p a r  ' l e  
f a j t  g u ' i 1  y  a

une  ' impor tan te  d im inu t i on  du  pou rcen tage  de  ca rbone  a l l oué  aux  po l ysacchar ides

au  momen t  de  l a  récupéra t i on  de  l a  c ro i ssance .  De  p1us ,  l e  pou rcen tage

d ' a l l o c a t i o n  d e  c a r b o n e  à  c e  p r o d u i t  d e  r é s e r v e  e s t  p l u s  é l e v é e  c h e z  l a

p o p u l a t i o n  p r é s e n t a n t  l e  t a u x  d e  c r o i s s a n c e  l e  p l u s  f a i b l e  ( T a b l e a u x  6 . 4  e t

6 . 2 A )  .
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L r a j o u t  d ' E D T A  a p r è s  4 8  h  d ' e x p o s i t i o n  à  3 0  e t  1 0 0  y g  C d . L - 1  p r o v o q u e

une  impor tan te  déso rp t i on  du  Cd  p r i s  en  cha rge  pa r  l es  ce1 lu les ,  pe rme t tan t

a i n s i  u n e  r e p r i s e  d e  l a  c r o i s s a n c e  ( c . f .  c h a p i t r e  5 ) .  C e t t e  r é c u p é r a t ' i o n  d e  l a

c ro i ssance  es t  accompagnée  d 'une  récupéra t i on  de  l a  pho tosyn thèse  e t

d 'augmen ta t i ons  concomi tan tes  des  taux  de  syn thèse  des  macromo lécu les .  De  p ' l us ,

compara t i vemen t  au  témo in ' l a  p ropo r t i on  de  ca rbone  a l l oué  aux  l i p i des  augmen te

s ign i f i ca t i vemen t  chez  l es  popu ' l a t i ons  p réa lab lemen t  exposées  au  Cd .  Cec i

suggère  un  beso in  acc ru  en  l i p i des  su ' i t e  à  une  expos i t i on  au  Cd  qu i  pou r ra ' i en t

r e m p l i r  d e u x  b e s o i n s  d i f f é r e n t s  d a n s  l e s  c e l l u l e s .  D r u n e  p a r t ,  s e l o n  W o r t m a n  e t

B issonne t te  (1988)  ce t te  augmen ta t i on  de  l a  syn thèse  des  l i p i des  pou r ra i t

se rv i r  à  répa re r  l es  dommages  causés  pa r  l e  Cd  aux  membranes  ce l l u la i res .

D 'au t re  pa r t ,  ce  p rodu i t  de  rése rve  pou r ra i t  éga lemen t  comb le r  l es  beso ins

é n e r g é t i q u e s  d e s  c e l l u l e s  e n  é t a n t  u t i l ' i s é  d a n s  l a  p h o s p h o r y l a t ' i o n  o x y d a t i v e .

I  I  apparaî t  impor tant  de vér ' i f  i  er  cet te  dern ' ière hypothèse pu i  sque des quotas

c e l l u l a i r e s  e n  l i p i d e s  p l u s  é l e v é s  q u e  c e u x  d u  t é m o i n  o n t  é t é  o b s e r v é s  c h e z  S .

cap r i co rnu tum (c . f .  chap i t re  4 )  e t  chez  ! . .  b i j uga tus  (Sa thya  e t  Ba lak r i shnan

1988)  ap rès  10  j ou rs  d rexpos l t ' i on  au  Cd .  Ce t te  hypo thèse  se ra  vé r i f i ée  à

I ' i n t é r j e u r  d u  p r o c h a i n  c h a p i t r e .





Chapitre 7

Processus de récupération de popu'lat ions de

exposées au Cd:

5eI enastrum capricornutum

II. lrlétabolisnre du carbone et des nucléotides adényÏatesl

1 Thompson,  P .A.  e t  P .  Couture .  1990.  Aquat ic  Tox ico logy .  Sous  presse.  (Annexe

r r r )





7 . 1 I  n t roduct  i  on

Les  résu l ta t s  des  chap i t res  5  e t  6  i nd iquen t  que  l a  d im jnu t ' i on  des

t e n e u r s  c e l l u l a i r e s  e n  C d ,  a p r è s  1 ' a j o u t  d ' E D T A ,  p e r m e t  l a  r é c u p é r a t i o n  d e  l a

pho tosyn thèse  e t  que  l a  rep r i se  de  l a  c ro ' i ssance  nécess i te  une  syn thèse

impor tan te  de  p ro té ines  e t  de  f  i p ' i des .  0 r ,  se lon  Sundberg  e t  N ' i l shammar -

H o l m v a l l  ( 1 9 7 5 ) ,  e n  p l u s  d r u n e  i n t e n s e  a c t i v i t é  d e  s y n t h è s e  d e  m a c r o m o l é c u ' l e s ,

l es  teneurs  ce l l u la i res  en  ATP a ins i  que  1es  taux  de  resp i ra t i on  son t  t rès

é levés  pendan t  une  pé r iode  de  c ro ' i ssance  ac t j ve .

I l  semb le ra i t  que  su i te  à  une  ag ress ion  pa r  une  subs tance  tox ique ,  1a

rep r i se  de  l a  c ro i ssance  nécess i te  un  p lus  g rand  appor t  d ' éne rg ' i e  sous  fo rme

drATP.  En  e f fe t ,  Thompson  e t  a l .  ( 1987)  on t  obse rvé  l a  récupéra t i on  de  l a

c ro i ssance  de  popu la t i ons  de  ! .  cap r i co rnu tum rep iquées  dans  du  m j l i eu  de

cul ture sa in après avoi r  é té exposées pendant  24 et  96 h à des concentrat . ions

de  Cd  va r ian t  en t re  2  e t  32  ug .L -1 .  Chez  ces  popu la t i ons ,  l a  rep r i se  de  l a

c ro i ssance  é ta i t  assoc iée  à  une  augmen ta t i on  des  teneurs  ce l l u la i res  en  ATp .

Chez  l es  o rgan ismes  ch lo rophy ' l 1 iens ,  1a  p roduc t i on  d 'ATP es t  sous  l e

con t rô le  de  l a  pho tosyn thèse  e t  de  l a  resp i ra t i on .  L 'ac t i v i t é  re la t j ve  de  ces

d e u x  v o i e s  m é t a b o l i q u e s  e s t  r é g u 1 é e  p a r  l e s  r a p p o r t s  e n t r e ' l e s  n u c l é o t i d e s

adény la tes  (Te i ch le r -Za l l en  e t  a l .  1972 ;  R ' i ed  e t  a l .  1973 ;  S imon is  e t  U rbach

1973;  Mangat  et  a l .  1974;  Harr is  1978)  et  en présence de lum. ière,  I  'ATp

nécessa ' i r e  au  mé tabo l  i sme  ce l l u la i re  es t  su r tou t  f ou rn ie  pa r  l a  pho to -

p h o s p h o r y l a t i o n  ( H a r r i s  L 9 7 8 ;  R a v e n  e t  B e a r d a l I  1 9 8 1 ) . 0 r ,  d e s  c o n d i t . i o n s  d e

s t ress  acc ro i ssen t  l a  demande  d rATP e t  t enden t  à  augmen te r  l a  resp i ra t i on
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(Raven  e t  Bearda l l  1981 ;  Re ' l axans  e t  a l .  1988 ) .  Pa r  conséquen t ,  on  peu t  f a i re

l r h y p o t h è s e  q u r u n e  a u g m e n t a t i o n  d e  l a  r e s p i r a t i o n  p o u r r a i t  é v e n t u e l l e m e n t

fou rn i r  l es  teneurs  p ' l us  é1evées  en  ATP obse rvées  pa r  Thompson  e t  a l  .  ( 1987) .

D 'a i ' l l eu rs ,  l o rsque  l a  pho tosyn thèse  é ta i t  ' i nh ibée  Lee  e t  a l  .  ( 1976)  on t

suggéré  que  1a  s t imu la t i on  de  l a  resp i ra t i on  obse rvée  chez  des  j eunes  p lan ts  de

fève soya exposés au Cd ava ' i t  pour  but  de combler  les besoins en ATP des

c e l l u l e s .

Pour  ê t re  e f f i cace ,  ce t te  vo ie  mé tabo l i que  dev ra  cependan t  pouvo i r

bénéf ic ier  de substrats  pouvant  êt re catabol  isés avec un haut  rendement

énergé t i que .  I l  es t  d ' a i l ' l eu rs  généra lemen t  reconnu  que  chez  l es  o rgan ismes

supér ieu rs ,  l es  p rodu i t s  de  rése rve  cons t i t uen t  un  "poo l r r  d réne rg ' i e  pouvan t

ê t r e  u t i l i s é  p e n d a n t  l e s  p é r i o d e s  d e  f a i b l e  d i s p o n j b j l i t é  o u  d e  f o r t e  d e m a n d e

d e  s o u r c e s  d ' é n e r g i e .  L r a c c u m u l a t i o n  d e  p r o d u i t s  d e  r é s e r v e  s e  f a i t  d ' a i l l e u r s

du ran t  l a  pé r iode  où  l es  o rgan ismes  son t  con f ron tés  à  une  d ' im inu t i on  de  l a

d i spon ib i l i t é  des  nu t r imen ts  ou  à  une  fo r te  demande  en  éne rg ie  (Pa rnas  e t  Cohen

I976 ) .  Dans  ce t te  op t i que ,  ces  au teu rs  suggèren t  qu ' i 1  ex i s te  chez  l es

m ic ro -o rgan ismes  une  s t ra tég ie  pou r  op t im ise r  l e  mé tabo l i sme  des  p rodu i t s  de

rése rve ,  ces  p rodu i t s  é tan t  syn thé t i sés  ve rs  l a  f i n  de  l a  pé r iode  de  c ro j ssance

e x p o n e n t i e l l e ,  s o i t  l o r s q u e  l e  m i l j e u  d e v ' i e n t  c a r e n c é .  L r e x t e n s i o n  d e  c e

concep t  à  I  I  i nh ib i t i on  de  l a  c ro ' i ssance  pa r  une  subs tance  tox ique  l a i sse

supposer  qu 'on  peu t  env i sager  une  augmen ta t i on  des  quo tas  ce l l u la j res  de

l i p i d e s  e t  d e  p o l y s a c c h a r i d e s ' l o r s q u e  l e s  m i c r o - o r g a n i s m e s  s o n t  s o u m j s  à  d e s

cond i t i ons '  adve rses .  Ce t te  augmen ta t i on  pou r ra i t  appa ra î t re ,  d rune  pa r t ,  au

c o u r s  d r e x p o s i t i o n s  a u  C d ,  e t  d r a u t r e  p a r t ,  a u  c o u r s  d e  l a  p é r i o d e  d e

récupéra t i on  qu i  semb le  ê t re  une  pé r iode  de  beso in  acc ru  en  éne rg ie .
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Les  résu l ta t s  de  1 'expé r ience  p résen tée  au  chap i t re  4  fon t  é ta t  d ' une

augmen ta t i on  des  quo tas  ce l l u la i res  en  po l ysacchar ides  e t  en  l ' i p i des  en  réponse

à  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  d e  3 0 , 6 0  e t  L 0 0  p g  C d . L - 1 .  D e  p 1 u s ,  l r a u g m e n t a t i o n  d e s

teneurs  en  l i p i des  é ta i t  p lus ' impor tan te  gue  ce l l e  des  po l ysacchar ides .  Sa thya

e t  Ba ' l ak r i shnan  (1988)  on t  éga lemen t  no té  une  augmen ta t i on  du  con tenu  1 ip ' i d ique

de  ce l l u les  de  ! .  b i j uga tus  exposées  à  des  concen t ra t i ons  de  Cd  va r ian t  en t re

L 0  e t  5 0  p g . L - 1 .  D e  p l u s ,  l e s  r é s u l t a t s  d u  c h a p i t r e  6  i n d i q u e n t  q u e  l a

récupérat ion de la  cro issance est  accompagnée drune impor tante synthèse de

1  i p ides .  Ces  augmen ta t i ons  marquées  du  mé tabo l  i  sme  des  1  i p ides  pou r ra ' i en t

s ' exp l i que r  pa r  l e  f a i t  que  l e  rendemen t  éne rgé t i que ,  exp r imé  en  ATP,  de  l a

phosphory la t i on  oxyda t i ve  es t  beaucoup  p lus  é levé  l o rsque  des  l i p i des  se rven t

de  subs t ra t s  (Lehn inge r  L977) .  Ces  i n fo rma t ions  suggèren t  qu 'une  récupéra t i on

de  l a  c ro i ssance  su i te  à  une  expos ' i t i on  au  Cd  pou r ra i t  ê t re  accompagnée  d 'une

u t i l i s a t i o n  a c c r u e  d e s  l i p i d e s  p e n d a n t  1 a  r e s p i r a t i o n .

La  p résen te  é tude  a  donc  pou r  bu t  de  con f i rmer  ou  d r ' i n f i rmer  l es

hypo thèses  vou lan t  que  l a  récupéra t i on  de  l a  c ro i ssance  de  popu la t j ons  d .  ! .

capr icornutum ayant  été exposées à des concentrat ions sous-1éta les de Cd

n é c e s s j t e  u n e  a u g m e n t a t i o n  d e s  t e n e u r s  c e l  l u l a i r e s  e n  A T P  ( H 2 . 3 ) ,  u n e

augmen ta t i on  du  mé tabo l  i sme  des  1  i p ides  ( syn thèse  dans  un  p remie r  t emps ,

u t ' i l i s a t i o n  d a n s  u n  d e u x i è m e  t e m p s )  ( H r . r )  e t  u n e  a u g m e n t a t i o n  d u  t a u x  d e

r e s p i r a t i o n  ( H Z . ù .
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7 . 2 Maté r ie l  e t  mé thodes

Deux  expé r iences  on t  é té  réa l i sées  se lon  l e  p ro toco le  déc r i t  à  l a

sec t i on  ma té r ie l  e t  mé thodes  du  chap i t re  5 .  Rappe lons ,  que  des  bou te i l l es  de

20  L  on t  é té  i nocu lées  à  ra i son  de  25  000  ce l l u les .mL-1  avec  des  popu la t i ons

asynchrones de ! .  capr icornutum obtenues au moyen des condi t ions de cu l ture

d é c r i t e s  à  l a  s e c t i o n  3 . 1 . .  À  l a  f i n  d e  l a  p é r i o d e  d e  l a t e n c e ,  c e s  c u l t u r e s

fu ren t  con taminées  en  u t i l i san t  une  so lu t i on  concen t rée  de  Cd  de  10  000  pg .g - t

p répa rée  à  pa r t i r  d rune  so lu t . i on  s tandard  de  1  mg .mL-1  (BDH L td ) .  Des

c o n c e n t r a t i o n s  n o m i n a l e s  r e s p e c t i v e s  d e  0  ( t é m o i n ) ,  3 0  e t  1 0 0  p g  C d . L - 1  d a n s

l e s  m i l i e u x  d e  l a  p r e m i è r e  e x p é r ' i e n c e  e t  d e  0 , 3 0 ,  1 0 0  e t  5 0 0  p g  C d . L - 1  d a n s

ceux  de  l a  seconde  expér ience  é ta ien t  a ins i  ob tenues .  Les  cu l tu res  on t  é té  en

con tac t  avec  l e  Cd  pendan t  48  h ;  pa r  l a  su i te  de  I 'EDTA (concen t ra t i on  f i na le :

2 .67  x  10 -6M)  é ta i t  a jou tée  à  chaque  bou te i l l e .  Les  48  ou  72  h  qu i  on t  su i v i

l r a jou t  de  l ragen t  comp lexan t  cons t i t ua ien t  respec t i vemen t  l a  pé r iode  de

récupéra t i on  de  
' l a  

p remiè re  e t  de  l a  seconde  expér ience .

Les  mé thodes  qu i  s ' app l i quen t  de  façon  p lus  pa r t i cu l i è re  à  chacune  des

deux  expé r iences  fa i san t  I ' ob je t  de  ce  chap i t re  son t  déc r i t es  c i -ap rès .

7 . 2 . t Rôle-des_macromo' légule:  e t_des_nucléot ides_adénylates dans_le processus

de_récupérat i  on

Cet te prem' ière expér ' ience a été ef fectuée en a joutant  quatre mCi

(148  mBq)  de  NaH1aC0.  s imu l tanémen t  à  1 'a jou t  de  Cd .  Au  dépar t  de  1 'expé r ience

( t o )  I  r a c t i v ' i t é  s p é c i f  i q u e  d u  m i  I  i e u  d e  c u l t u r e  é t a i t  0 . 2  u C i . m L - 1 .  L e s  m e s u r e s
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d e  d e n s i t é  c e l l u l a i r e ,  d e  t e n e u r  c e l l u l a i r e  e n  A T P  e t  e n  A D P ,  d ' a s s i m i l a t i o n  d e

ca rbone  e t  de  répa r t i t ' i on  du  ca rbone  à  l ' ' i n té r j eu r  des  macromo lécu les ,  de

C . I . D .  e t  d e  l ' a c t i v i t é  s p é c ' i f i q u e  d u  m i l i e u  d e  c u l t u r e  o n t  d é b u t é  1 5  m i n  a p r è s

l ra jou t  de  Cd  e t  de  1aC.  Ces  mesures  on t  é té  e f fec tuées  à  i n te rva l l es  régu l i e rs

p e n d a n t ' l e s  p é r i o d e s  d ' e x p o s i t i o n  e t  d e  r é c u p é r a t i o n .  L e  n o m b r e  d e  c e 1 ' l u 1 e s ,

I ' a s s i m i ' l a t i o n  d e  c a r b o n e ,  l a  r a d i o a c t i v ' i t é  e t  l e  C . I . D .  é t a i e n t  m e s u r é s  s e l o n

les  mé thodes  déc r i t es  à  l a  sec t ' i on  4 .2 .

7  .2 .1 .  1  Dosage_des_nuc léo t  j des_adény la tes

L e s  e x p é r i e n c e s  d é c r i t e s  à  l a  s e c t i o n  3 . 4  o n t  s e r v i  à 1 a  m i s e  a u  p o i n t

de  l a  mé thode  de  dosage  des  nuc léo t i des  adény la tes .  L 'e f f j cac i t é  de  conve rs ion

de  l 'AMP en  ATP n 'é tan t  pas  su f f i samment  é levée  (<  75%)  ( c . f .  sous -sec t i on

3 . 4 . 3 ) ,  s e u l s  I ' A T P  e t  I ' A D P  o n t  é t é  d o s é s .  À  c e t t e  f i n ,  q u a t r e  é c h a n t i l l o n s  d e

20  mL  é ta ien t  p ré1evés  e t  f i l t r és  su r  des  menbranes  Nuc lepo re  d 'une  po ros i té  de

0 .4  Um.  Les  nuc léo t i des  adény la tes  é ta ien t  auss j tô t  ex t ra ' i t s  en  p longean t  l es

f i  l t r es  dans  4 .5  mL  de  d imé thy l  su l  f oxyde  (DMS0)  e t  en  I  es  ag i tan t

v igoureusement  pendant  45 s  avec un agi ta teur  à éprouvet te  de marque Vor tex.

Subséquemment ,  5 .5  mL  d 'uRe  so lu t i on  tampon  d 'ac ide  4 -morpho f  i nop ropy l -

su l fon ique  (MOPS)  10mM à  pH 7 .4  é ta ien t  a jou tés  e t  l a  suspens ion  é ta i t  ag i tée  à

nouveau pendant  45 s  (Couture et  a l  .  1987) .  Les ext ra i ts  é ta ' ient  conservés à

- 2 0 o C  j u s q u ' a u  m o m e n t  d e  l r a n a l y s e .

L 'ATP é ta ' i t  dosé  en  mesuran t  
' l  ' ém iss ion  de  l um iè re  de  l a  réac t i on

b io lum inescen te  du  comp lexe  l uc i f é r i ne - luc i f é rase  avec  I  'ATP (S t reh le r  e t

Totter 1952):
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I  uc  i  f é rase
A T P + l u c i f é r i n e r é d u . i t e + 0 2 + A M P + P P . + C 0 , + P r o d u i t + l u m i è r e

( 7 . 1 )

Les  concen t ra t i ons  d rATP son t  a jns i  ob tenues  d i rec temen t  t and is  que  l es

concen t ra t i ons  d  'ADP son t  ob tenues  pa r  d i f f é rence  su i te  à  sa  conve rs ion

enzymat ique  en  ATP,  se lon  l a  réac t i on  su i van te :

ADP + PEP Pk ,  ATp + pyruvate ( 7 . 2 )

o u : phospho(  enol  ) -pyruvate

pyruvate k inase

PEP

P K

Au moment  de  1  rana lyse  l es  ex t ra i t , s  é ta ' i en t  déconge lés  ê t ,  à  I  ' a i de

d 'une  p ipe t te  au tomat ique ,  200  p rL  d réchan t i ' l l on  é ta ien t  répa r t i s  dans  s i x

cuve t tes  à  l um inomèt re  (U1 t ra -Vu  cuve t tes ,  E l kay  P roduc ts  Inc . ) .  Deux  des

cuve t tes  (A  e t  B ) ,  se rvan t  au  dosage  de  l |ATP,  receva ien t  200  uL  de  tampon  de

d ' i  l u t i on  (ATP Assay  M ix  D i  l u t i on  Bu f fe r ,  no .  de  ca ta logue  FL -AAB,  S igma

Chemica l  Company ) .  Deux  au t res  cuve t tes  (C  e t  0 ) ,  se rvan t  à  mesure r ' l 'ADP pa r

sa t ransformat jon en ATP,  recevaient  200 UL de réact i f  B contenant  1 mM de

phospho(eno ' l ) -py ruva te  e t  1000  un i tés  de  py ruva te  k inase  (Ka r1  e t  Ho lm-Hansen

1978) .  Les  deux  de rn iè res  cuve t tes  (E  e t  F ) ,  se rvan t  à  co r r i ge r  (quench

co r rec t i on )  l es  va leu rs  d rATP e t  d rADP,  receva ' i en t  une  quan t i t é  connue  d 'ATP à

' l a q u e 1 1 e  
s ' a j o u t a i t  s o i t  2 0 0  U L  d e  t a m p o n  d e  d i l u t i o n ,  s o i t  2 0 0  U L  d e  r é a c t i f

B .
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Après  une  i ncuba t ion  de  0 .5  h ,  l es  nuc léo t ' i des  adény ia tes  é ta ien t  dosés

p a r  l u m i n o m é t r i e  ( l u m i n o m è t r e  L K B ,  m o d è l e  1 2 5 1 )  e n  u t i l i s a n t  7 5  u L  d ' e x t r a i t  e t

125  uL  d 'enzyme luc i f é r i ne - luc i f é rase  d i l uée  (ATP Assay  M ix ,  ro .  de  ca ta logue

FL-AAM, Sigma Chemical  Company) .  La quant i té  d 'ADP éta i t  obtenue en soustrayant

la  va leur  moyenne des cuvet tes C et  D (ATP + ADP) de 1a quant i té  moyenne d 'ATP

( c u v e t t e s  A  e t  B ) .  L e s  v a l e u r s  d ' A T P  e t  d ' A D P  a i n s i  c a l c u l é e s  é t a i e n t  c o r r i g é e s

(quench  co r rec t i on )  en  u t i l i san t  l es  cuve t tes  E  e t  F  pa r  l a  mé thode  des  a jou ts

dosés  te l l e  que  déc r i t e  pa r  Jacubczak  e t  Lec le rc  (1980) .

7.2.2 Rôle_de 1a_resgi rat ion_dan!  ]e_plogessus_de récupérat ' ion

L 'expé r ience  a  é té  réa l i sée  en  con taminan t  l es  cu l tu res  avec  l e  Cd  deux

h e u r e s  a p r è s  l r a j o u t  d e  t r o i s  m C i  ( 1 1 1  m B q )  d e  N a H 1 a C 0 .  ( a c t i v i t é  s p é c i f i q u e :

0 . 1 5  p C i . m L - 1 ) .  L r é c h a n t i l l o n n a g e  a  d é b u t é  1 5  m i n u t e s  a p r è s  1 ' a j o u t  d e  C d .  L a

resp i ra t ' i on  e t  l ' u t i l  i sa t i on  des  macromo lécu les  au  cou rs  de  l a  phosphory la t ' i on

oxyda t i ve  on t  é té  mesurées  à  ' i n te rva l l es  régu l  i e rs  à  
' l  ' obscu r i t é  se lon  l e

p r o t o c o l e  é l a b o r é  à  l a  s e c t i o n  3 . 5 .

Ces paramètres ont  é té mesurés en évaluant  la  per te de carbone encourue

a u  c o u r s  d ' u n e  i n c u b a t i o n  à  l r o b s c u r i t é  d ' u n e  d u r é e  d e  d e u x  h e u r e s ,  p â F  u n e

méthode  dé r i vée  de  ce l l es  de  L i  e t  a l .  ( 1980)  e t  de  Hobson  e t  Gues t  (1983) .

S i x  échan t i l  l ons  de  60  mL  é ta ien t  p ré1evés .  Les  t ro i s  p remie rs  é ta ien t

subd iv i sés  en  s i x  sous -échan t i l l ons  de  30  mL  don t  t ro ' i s  se rva ien t  à  mesure r  l e

c a r b o n e  a s s i m i l é  ( C o ) ;  l e s  t r o i s  a u t r e s  s e r v a i e n t  à  m e s u r e r  1 a  r é p a r t i t i o n  d u

ca rbone  à  I ' i n té r i eu r  des  macromo lécu les  se lon  l es  mé thodes  déc r i t es  dans  l es

s e c t i o n s  4 . 2 . 2 A  e t  4 . 2 . 2 9 .  L e s  t r o i s  d e r n i e r s  é c h a n t i l l o n s  d e  6 0  m L  é t a ' i e n t
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répa r t i s  dans  t ro i s  f i o les  en  po l yca rbona te  de  250  mL  e t  i ncubés  à  I ' obscu r i t é

p e n d a n t  d e u x  h e u r e s .  À  t a  f i n  d e  l r i n c u b a t i o n ,  c e s  t r o i s  d e r n i e r s  é c h a n t i l l o n s

( C ù  é t a i e n t  t r a i t é s  d e  f a ç o n  s ' i m i l a i r e  a u x  t r o i s  p r e m i e r s .  L e  t a u x  d e

resp i ra t ' i on  é ta j t  ob tenu  au  moyen  de  l ' équa t i on  su i van te :

c o - c z
R * ( 6 . 1 )

o ù R

Co

"2

+

t

r e s p i r a t i o n ,  ê n  U g  C . c e l  l u l e - 1 . h - 1

q u o t a  c e l  l u l a i r e  d e  c a r b o n e  a u  m o m e n t  d u  p r é 1 è v e m e n t ,  e n

U g  C . c e l l u l e - 1

q u o t a  c e l l u l a i r e  d e  c a r b o n e  a p r è s  2  h  d r i n c u b a t i o n  à  I ' o b s c u r i t é ,  e n

U g  C ' c e l l u ' l e - 1

d u r é e  d e  I ' ' i n c u b a t i o n .  2  h

D e s  m e s u r e s  d e  d e n s i t é  c e l l u l a i r e ,  d e  C . I . D .  e t  d ' a c t i v i t é  s p é c i f  i q u e  d u  m i l  i e u

de  cu l tu re  é ta ien t  e f fec tuées  à  chaque  temps  d 'échan t i ' l l onnage ,  au  moyen  des

méthodes précédemment  décr i tes.

7  . 3  R é s u l t a t s  e t  d i  s c u s s i o n

7.3. I  Rôle_des_macromolécules et_des_nucléot ides_adénylates dans_1s processus

de_récupérat  i  on

P e n d a n t  1 a  p é r i o d e  d ' e x p o s i t i o n ,  i a  c r o i s s a n c e  d e  l a  p o p u l a t ' i o n  s o u m i s e

à  30  Ug  Cd 'L -1  es t  1égèremen t  i nh ibée  (92% du  témo in ) ,  t and ' i s  qu 'aucune
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c r o i s s a n c e  n r e s t  o b s e r v é e  c h e z  c e l l e  e x p o s é e  à  1 0 0  U g  C d ' L - 1  ( F i g u r e  7 . 1 ;

T a b l e a u  7 . 1 ) .

C h e z  l a  p o p u l a t i o n  e x p o s é e  à  1 0 0  U g  C d . L - 1 ,  1 a  r e p r i s e  d e  l a  c r o ' i s s a n c e

n r e s t  o b s e r v é e  q u e  p l u s  d e  L 0  h  a p r è s  1 ' a j o u t  d ' E D T A  ( F i g u r e  7 . 1 ) .  A i n s i ,  
' l e

taux  de  c ro i ssance  (U)  a  augmen té  de  0  (0 -48  h )  à  0 .034 'h -1  (48 -94  h )  (Tab leau

7 .L ) .  La  récupéna t ion  de  ce t te  popu la t i on  appara î t  re l i ée  à  une  augmen ta t i on  du

con tenu  ce l l u la i re  en  ATP (F igu re  7 .2A) .  En  e f fe t ,  en t re  48  e t  73 .5  h  l a  va leu r

d u  r a p p o r t  A T P , / c e l l u l e  a  a u g m e n t é  d e  0 . 1 1  à  0 . 1 6  p g  A T P ' c e l l u l e - 1 .  I l  e s t

i n té ressan t  de  no te r  que  même s i  l e  vo lume ce l l u la i re  moyen  d im inue  ap rès  25  h

à  1 0 0  ! 9  C d . L - r  ( F i g u r e  7 . 3 ) ,  l e s  t e n e u r s  e n  A T P  d e s  c e l l u l e s  a u g m e n t e n t .  U n e

augmen ta t i on ,  re l i ée  à  l a  c ro i ssance ,  de  l a  va leu r  du  rappor t  ATP/ce l l u le  es t

a u s s i  o b s e r v é e  à  3 0  U g  C d . L - l  s u i t e  à  I ' a r r ê t  d e  c r o i s s a n c e  o b s e r v é  e n t r e  5 7 . 5

e t  6 5 . 6  h  ( F i g u r e s  7 . L  e t  7 . 2 8 ) .  C h e z  l a  p o p u l a t i o n  t é m o i n  l e  c o n t e n u

c e l l u l a i r e  e n  A T P  s e  s ' i t u e  e n - d e s s o u s  d e  0 . 0 8  p g  A T P ' c e l ' l u l e - t  ( F i g u r e  7 . 2 8 ) .

Le  con tenu  en  ATP des  ce l l u les  de  l a  popu la t i on  témo in  tend  à  d im inue r  ve rs  l a

f i n  d e  1 ' e x p é r i e n c e .  D e  F i l i p p i s  e t  a l .  ( i 9 8 1 b )  o n t  o b s e r v é  l e  m ê m e  p h é n o m è n e

c h e z  u n e  p o p u l a t j o n  d ' E u g l e n a  e n  c u l t u r e  s t a t i q u e ,  q u r i l s  a t t r i b u e n t  à

I ' a t t e i n t e  d e  1 a  p h a s e  s t a t i o n n a i r e  d e  c r o i s s a n c e .

I l  y  a  une d i f férence marquée entre les var ia t ions du rappor t  ATP/ADP

d e  1 a  p o p u l a t i o n  t é m o i n  e t  c e l u i  d e s  p o p u l a t i o n s  e x p o s é e s  a u  C d  ( F i g u r e  7 . 4 ) .

E n  e f f e t ,  b i e n  q u e  l e  c o n t e n u  c e l l u l a i r e  e n  A T P  d e  1 a  p o p u l a t j o n  t é m o j n  s o i t

t r ès  va r iab le ,  ap rès  l es  p rem ' iè res  24  h  de  1 'expé r ience  1e  rappor t  ATP/ADP de

c e t t e  p o p u l a t i o n  e s t  t r è s  s t a b l e  e t  s e  s i t u e  e n t r e  2 . 0 5  ( 2 4  h )  e t  1 . 5  ( 9 3 . 5  h ) .

Ma lg ré  que  l e  con tenu  ce l  l u la i re  en  ATP de  l a  popu la t i on  exposée  à
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T a b l e a u  7 . 1 :  T a u x  d e  c r o i s s a n c e

exposées  à  0 ,  30  e t

( u . h - t ; *  d e  p o p u l a t i o n s  d e  S .  c a p r i c o r n u t u m

1 0 0  u g  C d ' L - 1 .

Concentrat ion de Cd

Témoin 30

( u g ' L - ' )

100

u  ( o  - 4 8

P ( q s - g +

u ( o  - s 4

h )

h )

h )

0 . 0 5 3

0 .048

0 . 0 5 0

0 . 0 4 9

0 . 0 4 4

0 . 0 4 7

0

0 . 0 3 4

0 . 0 1 5

*  u =
1 n  X ,  -  1 n  X t

t z  *  t r

dens i té  ce l ' l u l a ' i r e  au  temps  t t

dens ' i t é  ce l  l u la i re  au  temps  t ,

o ù  X r  =

X z =
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1 0 0  p g  C d ' L - l  s o i t  s u p é r ' i e u r  à  c e l u i  d u  t é m o i n ,  a p r è s  2 4  h  d e  c o n t a c t  a v e c  l e

mé ta l ,  1e  rappor t  ATP/ADP es t  i n fé r i eu r  à  ce lu i  du  témo in  pendan t  p resque  tou te

l a  d u r é e  d e  l r e x p é r i e n c e  ( .  7 3 . 5  h ) .  P a r  a j l l e u r s ,  l r a u g m e n t a t i o n  d u  c o n t e n u

ce1 lu la i re  en  ATP obse rvée  à  100  Ug  Cd .L - l  ap rès  1 'a jou t  d 'EDTA es t  accompagnée

d'une augmentat ion marquée de la  va leur  du rappor t  ATP/ADP, Par  rappor t  à

I  'ADP,  l â  rep r i se  de  l a  c ro i ssance  s 'accompagne  donc  d 'une  augmen ta t i on

p rog ress i ve  de  l a  p ropo r t i on  d 'ATP pa rm i  l es  nuc léo t i des  adény la tes .  Dans  l e

cas  de  l a  popu la t i on  exposée  à  30  Ug  Cd .L -1  l e  rappor t  ATPIADP augmen te

p rog ress i vemen t  au  cou rs  des  60  p remiè res  heu res  de  1 'expé r ience  e t  dev jen t

s u p é r i e u r e  à  l a  v a l e u r  d u  t é m o i n  a p r è s  3 ?  h .  A i n s i ,  c h e z  l a  p o p u l a t i o n  ê x p o s é e

à  30  ug  Cd 'L -1  l e  ma in t i en  du  taux  de  c ro i ssance  à  des  va leu rs  p roches  du

t é m o ' i n  ( F ' i g u r e  7 . 1 ;  T a b l e a u  7 . 1 )  s e m b l e  n é c e s s i t e r  u n e  c o n c e n t r a t j o n  c e l l u l a ' i r e

en  ATP p lus  impor tan te  que  l e  témo in .  Chez  une  popu la t ' i on  de  l a  d ia tomée  T .

we i  ss f l  og i  i  acc l  ima tée  à  61  ug  cd .L -1  ,  L ' i  ( 1979)  a  obse rvé  un  con tenu

ce l l u la i re  en  ATP p lus  impor tan t  que  chez  1a  popu la t i on  témo in  don t  l e  t aux  de

c ro i ssance  é ta i t  semb lab le  à  ce lu i  de  l a  popu la t i on  acc l ima tée .  Nos  résu l ta t s

ne  suppor ten t  pas  1 'hypo thèse  vou lan t  que  1a  p roduc t i on  d 'ATP so j t ' i nh ibée  pa r

le  Cd.  Si lverberg (1976)  a émis cet te  hypothèse en observant  des dommages à 1a

m e m b r a n e  i n t e r n e  d e s  m j t o c h o n d r i e s  d e  C h l o r o p h y c é e s  e x p o s é e s  à  d e s

concen t ra t i ons  de  Cd  va r ian t  en t re  30  e t  100  Ug .L -1 ,  ca r  p lus ieu rs  enzymes  e t

cytochromes associées à la  phosphory lat ion oxydat ive sont  contenus dans cet te

membrane (Lehninger  1977) .  Par  contre,  dans une étude antér ieure Thompson et

a l .  ( 1987)  ava jen t  obse rvé  que  1a  rep r i se  de  l a  c ro i ssance  d .  ! .  cap r i co rnu tum

exposé  au  Cd  e t  à  un  e f f l uen t  i ndus t r i e l  pouva i t  ê t re  p réd i te  seu lemen t  pou r

les  popu la t i ons  p résen tan t  une  augmen ta t i on  du  rappor t  ATP/ce l  l u le .  Les

présents résul ta ts  démontrent  que le  rappor t  ATP/ADP pourra i t  s 'avérer  un
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j nd ' i ca teu r  de  s t ress  e t  une  va r iab le  pe rme t tan t  de  p réd i re  une  récupéra t i on  de

l a  c r o i  s s a n c e .

Dans  l es  p remiè res  48  h  de  l a  p résen te  expé r ience ,  l es  résu l ta t s

conce rnan t  l e  mé tabo l i sme  du  ca rbone  son t  s im i l a i res  à  ceux  ob tenus  au  cou rs  de

1 'expé r ience  déc r i t e  au  chap i t re  4 .  Les  taux  de  pho tosyn thèse  (0 -11 .5  h )  des

popu la t i ons  exposées  au  Cd  son t  s ign ' i f i ca t i vemen t  p lus  é levés  que  ceux  du

t é m o j n  ( H  =  8 . 9 3 ,  p  =  0 . 0 1 )  ( T a b ' l e a u  7 . 2 ) .  P a r  a i l l e u r s ,  1 e  c o n t e n u  c e l l u ' l a i r e

en  ca rbône  e t  en  p ro té ine  de  l a  popu ' l a t i on  exposée  à  30  gg  Cd 'L - l  es t  supé r ieu r

à  c e l u ' i  d u  t é m o i n  ( F ' i g u r e s  7 . 5  e t  7 . 6 8 ) .  P e n d a n t  1 a  p é r i o d e  d ' e x p o s i t i o n ,  1 e s

q u o t a s  c e l  l u l a ' i r e s  d e  p r o t é ' i n e s  d u  t é m o i n  o n t  v a r i é  e n t r e  0 . 0 3  e t

0 . 1 7 1  p g  C . c e l  l u l e - 1  c o m p a r a t ' i v e m e n t  à  d e s  v a r i a t i o n s  d e  0 . 1 2 1  à

0 . L 9 7  p g  C . c e l l u l e - 1  d a n s  l e s  c e l l u l e s  e x p o s é e s  à  3 0  u g  C d ' L - 1 .  D e  p 1 u s ,  l a

q u a n t j t é  d e  p r o d u i t s  d e  r é s e r v e ,  t e l s  q u e  l e s  l i p i d e s  e t  1 e s  p o l y s a c c h a r i d e s ,

es t  s ign i f  i ca t i vemen t  p lus  é ' l evée  dans  
' l es  

ce l  l u les  en  con tac t  avec  l e  Cd  que

d a n s  c e l l e s  d u  t é m o i n  ( l i p i d e s :  H  =  3 2 . 5 0 ,  p  <  0 . 0 1 ;  p o l y s a c c h a r i d e s :

H  =  36  .62 ,  p  <  0 .01 ) .  Ces  résu l ta t s  son t  en  acco rd  avec  ceux  de  Rach l ' i n  e t  a l  .

(1984)  et  Prévot  e t  Soyer-Gob' i l lard (1936)  où un nombre p lus impor tant  de

vés i cu les  l i p i d iques  e t  d ' am idon  on t  é té  obse rvées  chez  des  a lgues  exposées  au

c d .

Te l  que  men t ionné  au  chap i t re  4 ,  l es  beso ins  ca tabo l i ques  des  a lgues

un ice ' l l u l a i res  peuven t  ê t re  comb lés  pa r  1  ' u t ' i l  i sa t i on  des  hyd ra tes  de  ca rbone

e t  d e s  l i p i d e s  ( C o o k  l - 9 6 3 , 1 9 6 6 ;  R i c k e t t s  1 9 6 6 ;  H a n d a  1 . 9 6 9 ;  P a r n a s  e t  C o h e n

L976 ;  Foy  e t  Smi th  1 .980 ,  H i t chcock  1980) .  L ' augmen ta t i on  des  teneurs  en

p rodu i t s  de  rése rve  des  popu la t i ons  de  ! .  cap r i co rnu tum exposées  au  Cd  pou r ra i t
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Tab leau  7 .2 :  Taux  de  pho tosyn thèse  (pg

S .  cap r i co rnu tum exposées  à

C . c e l  l u l e - 1 . h - 1 )  d e  p o p u l a t i o n s  d e

0 ,  3 0  e t  1 0 0  ! 9  C d ' L - t .

( h )

6  8 . 50 . 1

Temps

1 1  . 5

Témo i n

3 0  p g  C d ' L - l

1 0 0  U g  C d ' L - 1

2 . L 7

2 . L 6

3 . 8 6

1  . 3 5

2 . L 7

i . 1 1

1  . 0 4

2 . 0 t

9 . 9 2

0 . 9 3

1 . 5 8

0 . 9 0

4 . 9 2

1  . 4 6

0 . 9 3

0 . 7 2

1  . 3 6

9 . 9 2
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e x p o s é e s  à  0  1 . ; ,

d e  l ' a j o u t  d r E D T A .

en carbone de

30 (A)  et  100

p o p u l a t i o n s  d e

( ^ )  u s  C d . L - 1 .
l . c a p r i c o r n u t u m

I  i n d i q u e  1 ' h e u r e
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0  ( A ) ,  3 0  ( B )  e t  1 0 0  ( C )  P s  C d ' L - 1 -  1

d  , E O T A .

p r o t é i n e s  ( ^ ) ,  l e s  i  i p i d e s

m é t a b o l i t e s  à  f a i b l e  p o i d s

S .  c a p r i c o r n u t u m  e x p o s é e s  à

i  n d  i  q u e  I  ' h e u r e  d e  1  ' a j  o u t
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'f'.^-T--*---{

F i g u r e  7 . 6 :
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ê t r e  u n e  r é p o n s e  a c c l i m a t i v e  p e r m e t t a n t  a u x  c e l l u l e s  d e  m a i n t e n i r  u n e  p l u s

g r a n d e  v i a b i l ' i t é  e t  é v e n t u e l  l e m e n t  d e  r é c u p é r e r  l o r s q u e  l a  b i o d i s p o n i b ' i l  i t é  d u

méta l  es t  rédu i te  pa r  comp lexa t i on  ou  adso rp t i on ,  pa r  exemp le .

P e n d a n t  l a  p é r i o d e  d r e x p o s i t i o n  d e  l r e x p é r ' i e n c e ,  u n  p a t r o n  s i m i l a j r e

d ' i nco rpo ra t i on  de  ca rbone  dans  l es  mac romo ' l écu les  a  é té  obse rvé  chez  l e  t émo in

e t  1es  popu la t i ons  exposées  au  Cd .  I l  y  a  une  ne t te  augmen ta t ' i on  du  con tenu  en

p r o t é i n e s  e t  e n  l i p i d e s  d e s  c e l l u l e s , ' l e  q u o t a  c e l l u l a i r e  d e  p r o t é i n e s  é t a n t  l e

p lus  impor tan t  (F igu re  7 .6 ) .  Les  va leu rs  moyennes  du  rappor t  p ro té ine  /  l i p i de

( 1 1 . 5 - 4 8  h )  d e s  p o p u l a t i o n s  s o u m i s e s  à  0 ,  3 0  e t  1 0 0  U g  C d . L - 1  s o n t

r e s p e c t i v e m e n t  1 . 6 5 ,  1 . 9 1  e t  1 . 4 3 .  A p r è s  1 ' a j o u t  d ' E D T A ,  s o i t  p e n d a n t  l a

p é r i o d e  d e  r é c u p é r a t i o n ,  1 e s  p r o t é i n e s  c o n t i n u e n t  d ' ê t r e  e n  q u a n t i t é  s u p é r i e u r e

a u x  l i p i d e s  c h e z  l e  t é m o i n  e t  c h e z  l a  p o p u l a t i o n  s o u m i s e  à  3 0  U g  C d . L - 1 .  E n

e f fe t ,  chez  ces  popu ' l a t ' i ons  l a  va leu r  moyenne  du  rappor t  p ro té ine  r /  l . i p i de  es t

respec t i vemen t  2 .58  e t  2 .16 .  Le  pa t ron  es t  t rès  d i f f é ren t  chez  1a  popu la t i on

exposée  à  100  Ug  Cd 'L -1  (F igu re  7 .6C) .  Une  augmen ta t i on  impor tan te  du  quo ta

c e l  l u l a i r e  e n  l  i p i d e s  a i n s i  q u ' u n e  d i m i n u t ' i o n  d u  c o n t e n u  e n  p r o t é ' i n e s  s o n t

obse rvées  avan t  l a  rep r i se  de  l a  c ro i ssance ,  au  cou rs  des  10  h  qu i  on t  su i v i

l r a j o u t  d T E D T A  e t  1 a  d é s o r p t i o n  r a p i d e  d u  C d  q u i  e n  r é s u l t e  ( c . f .  C h a p i t r e  5 ) .

En  e f fe t ,  pendan t  1a  récupéra t i on  de  l a  c ro i ssance ,  l e  rappor t  p ro té ine , / ' l i p i de

a  d ' im inué  pou r  a t te ind re  une  va leu r  moyenne  de  A .87 .  Ce t te  d im inu t i on  es t

concomi tan te  à  l r augmen ta t i on  du  con tenu  ce l l u la i re  en  ATP e t  du  rappor t

ATPIADP (F igu res  7 .28  e t  7  .3 ) .  Sundberg  e t  N i l shamman-Ho lmva l ' l  ( 1975)  on t

obse rvé  que  des  augmen ta t i ons  quas j  s imu l tanées  du  con tenu  en  I  i p i des  e t  en  ATP

s e  p r o d u i s a i e n t  j u s t e  a v a n t  l a  d i v i s i o n  c e l  l u l a i r e  c h e z  d e s  p o p u l a t i o n s

synch rones  de  Scenedesmus  sp . .  Cec i  nous  amène  à  conc lu re ,  que  chez  l a
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popu la t i on  p récédemment  exposée  à  100  ug  Cd .L -1 ,  l es  mod i f i ca t i ons  du  con tenu

c e l l u l a i r e  e n  l i p i d e s  e t  e n  A T P  s o n t  l e  r e f l e t  d e s  a c t i v i t é s  m é t a b o l i q u e s

v i s a n t  à  p r é p a r e r  l e s  c e l l u l e s  à  s e  d i v i s e r .  L o r s q u e  1 a  p o p u l a t ' i o n  r é c u p è r e ,

l a  répa r t ' i t ' i on  du  14C à  I  '  j n té r i eu r  de  ces  deux  f rac t i ons  macromo lécu la ' i r es

rev ' i en t  aux  n i veaux  obse rvés  avan t  1 'a jou t  de  I ' agen t  comp lexan t .  Se lon  h to r tman

e t  B i s s o n n e t t e  ( 1 9 8 8 )  l a  r e p r i s e  d e  l a  c r o i s s a n c e  d e  c e l l u l e s  d ' E s c h e r i c h i a

co l  i ,  p réa ' l ab lemen t  exposées  à  un  re je t  m in ' i e r  ac ide ,  nécess i te  l a  syn thèse  de

i  i p ides ,  de  p ro té ines  e t  d 'ARN e t  une  fo rce  p ro ton -mo t r i ce  (g rad ien t  de

p r o t o n s ) .

Nos  résu l ta t s  démon t ren t  que  l a  rep r i  se  de  I  a  c ro i  ssance  de  l a

popu la t i on  fo r temen t  i nh ibée  pa r  l e  Cd  pendan t  l a  pé r iode  d rexpos i t i on

nécess i te  une  ac t j v ' i t é  mé tabo1  ique  acc rue .  Chez  l es  o rgan ismes  pho to -

a u t o t r o p h e s  1 ' é n e r g i e  n é c e s s a i r e  à  l r e n t r e t i e n  e t  à  1 a  r é p a r a t i o n  d e s  c e l l u l e s

peu t  ê t re  fou rn ie ,  sous  fo rme  d 'ATP,  pâ r  I ' ac t i v i t é  de  deux  vo ies  mé tabo l i ques

impor tan tes :  1a  pho tophosphory la t i on  e t  1a  phosphory la t i on  oxyda t j ve .  De  p1us ,

pu i sque  chez  l es  a lgues  p lanc ton iques  l e  t aux  de  resp i ra t j on  es t  f o r temen t

co r ré lé  au  taux  de  c ro ' i ssance  (S teemann-N ie l sen  e t  Jo rgensen  L968 ;  Laws  e t

Caperon  1976) ,  i l  es t  p robab le  que  l a  récupéra t i on  so ' i t  accompagnée  d 'une

augmen ta t i on  du  taux  de  resp i ra t i on  des  ce l l u les  exposées  au  cd .

7 .3.2 Rôle_de 1a_respirat ion_dan: ]e_progessus_de récupérat ion

Au cou rs  de  l a  pé r iode  d rexpos i t i on  au  Cd  (0 -46  h )  de  ce t te  seconde

expér ' i ence , ' l a  c ro i ssance  des  popu ' l a t i ons  de  S .  cap r i co rnu tum es t  f o r temen t

' i n h  j b é e  ( F i g u r e  7 . 7 ;  T a b l e a u  7 . 3 ) .  L e s  t a u x  d e  c r o ' i s s a n c e  ( u o _ + o i )  d e s
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T a b l e a u  7 . 3 :  T a u x  d e

exposée  s

-162*

c r o i s s a n c e  ( U . h - 1 )

à  0 ,  30 ,  100  e t  500

de popu la t ions  de  l .  capr icornu tum

u g  C d ' L - 1 .

u (0-a6 h) u (as-120 h)

Témo i n

3o pg

100 pg

500 ps

c d  . L -  1

c d . L -  I

c d  . L -  1

0 . 0 4 8

0 . 0 2 9 *

0 . 0 2 5 *

0  . 0 1 2 *

0 . 0 3 0

0 . 0 3 5

0 . 0 4 4 *

0*

*  S i g n i f i c a t i v e m e n t  d i f f é r e n t  d u  t é m o i n  p o u r  p  <  0 . 0 1
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popu la t i ons  exposées  à  30 ,  100  e t  500  Ug  Cd .L -1  son t  respec t ' i vemen t  60%,  52% e t

25% de  l a  va leu r  du  témo in .

Ce t te  i nh ib i t i on  de  l a  c ro ' i ssance  es t  accompagnée  d 'une  ' i nh ' i b i t i on

s i g n i f i c a t i v e  d e  l a  r e s p i r a t i o n  ( F  =  5 . 6 9 7 ;  p  <  0 . 0 1 ) .  C o m p a r a t i v e m e n t  à  l a

popu la t i on  témo in ,  l a  resp i ra t i on  es t  i nh ibée  pendan t  t ou te  l a  du rée  de

1 ' e x p o s i t i o n  c h e z  l a  p o p u l a t i o n  s o u m i s e  à  3 0  U g  C d - L - l .  P a r  c o n t r e ,  d a n s  l e  c a s

d e s  p o p u l a t i o n s  e x p o s é e s  à  1 0 0  e t  5 0 0  U g  C d . L - t  I ' i n h i b i t i o n  d e  1 a  r e s p ' i r a t i o n

es t  p récédée  d 'une  cou r te  pé r iode  au  cou rs  de  1aque11e  le  taux  de  resp i ra t i on

e s t  s u p é r i e u r  à  c e l u i  d u  t é m o i n  ( T a b l e a u  7 . 4 A ;  F i g u r e  7 . 8 ) .  E n  e f f e t ,  à

100  Ug  Cd .L -1  l e  t aux  de  resp j ra t i on  à  0 .1  e t  3h  es t  respec t i vemen t  L39% e t  89%

p l u s  é l e v é  q u e  c e l u i  d u  t é m o i n  t a n d i s  q u ' à  3 h ,  c h e z  l a  p o p u l a t i o n  e x p o s é e  à

500  Ug  Cd .L -1 ,  ce t te  va leu r  es t  39% supér ieu re  à  ce l l e  du  témo in .  Les

p o p u l a t i o n s  e x p o s é e s  à  0 , 3 0 , 1 0 0  e t  5 0 0  U g  C d . L - 1  r e s p i r e n t  e n  m o y e n n e

respec t i vemen t  7 .& ,  2 .8Yo ,  4 .7% e t  3 .6% de  l eu r  quo ta  ce l l u la i re  en  ca rbone

pendan t  deux  heu res  d ' i ncuba t i on  à  
' l  ' obscu r i t é .

Ces  résu l ta t s  me t ten t  en  év idence  qu 'un  s t ress  causé  pa r  une  expos i t i on

aux  p lus  fo r tes  concen t ra t i ons  de  Cd  u t i l i sées  s t imu le  ' i n i t i a l emen t  l a

resp i ra t i on .  D rau t res  au teu rs  on t  éga lemen t  obse rvé  des  s t imu la t i ons  de  l a

r e s p i r a t i o n  l o r s  d ' e x p o s i t i o n  à  d e s  m é t a u x .  E l  l e s  é t a ' i e n t  c e p e n d a n t

généra le rnen t  de  p ' l us  l ongue  du rée  que  ce l  l es  qu i  son t  obse rvées  j c ' i  .  Pa r

exemp le ,  Sa thya  e t  Ba lak r i shnan  (1988)  on t  obse rvé  d 'une  pa r t ,  une  i nh ib i t i on

d e  l a  r e s p i r a t i o n  d e  p o p u i a t i o n s  d e  ! .  b i j u g a t u s  e x p o s é e s  à  L 0  e t  3 0  U g  C d . L - 1 ,

e t  d rau t re  pa r t  une  s t imu la t j on  de  l a  resp i ra t i on  chez  une  popu la t ' i on  exposée  à

50  Ug  Cd .L -1 .  Des  résu l ta t s  semb lab les  on t  é té  rappor tés  l o rsque  de  j eunes
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p lan ts  de  fève  soya  é ta ' i en t  exposés  à  des  concen t ra t i ons  de  51 ,  10 i  e t

L52  Ug  Cd .L -1  (Lee  e t  91 .  1976) .  Ces  au teu rs  on t  en  e f fe t  obse rvé  une

s t ' i m u l a t i o n  d e  l a  r e s p i r a t i o n  a u x  p ' l u s  f  o r t e s  c o n c e n t r a t i o n s  d e  C d .

Para ' l l è l emen t  à  ce t te  s t jmu la t i on .  de  l a  resp i ra t i on ,  i l s  on t  no té  une

augmen ta t i on  de  I ' ac t i v i t é  de  l a  ma la te  déshyd rogénase ,  une  enzyme ' imp l i quée

dans  l e  cyc le  des  ac ' i des  t r i ca rboxy l i ques .  L rac t i v i t é  de  ce t te  enzyme es t

co r re lée  avec  l e  t aux  de  resp i ra t i on .  Lee  e t  a l .  ( 1976)  suggèren t  pa r  a i l ' l eu rs ,

qu 'aux  p ' l us  fo r tes  concen t ra t i ons  de  Cd ,  l r augmen ta t i on  de  l a  resp i ra t i on

a u r a i t  p o u r  b u t  d e  c o m b l e r  l e s  b e s o i n s  c e l l u l a i r e s  e n  A T P  p u i s q u ' u n e  i n h i b ' i t i o n

de ' l a  pho tosyn thèse  é ta i t  éga lemen t  obse rvée .  Lo rs  d 'expé r iences  à  cou r t  t e rme

menées  avec  Ch lo re l l a  sp . ,  Sh ieh  e t  Ba rbe r  (1973)  on t  pou r  l eu r  pa r t  obse rvé

des  s t imu la t i ons  de  1a  resp ' i r a t i on  à  de  fa ib les  concen t ra t ' i ons  de  Hg .

À  ta  tum ' iè re  de  ces  résu l ta t s ,  i l  appa ra î t  que  1a  resp i ra t i on  peu t  ê t re

ac t ' i vée  pou r  comb le r  une  pa r t i e  des  beso ins  éne rgé t i ques  de  ce l l u les  exposées

au  Cd  e t  au  Hg .  Le  fa i t  qu 'au  cou rs  de  l a  pé r iode  d 'expos ' i t i on  au  Cd  de  l a

p résen te  expé r ience  l a  resp i ra t i on  n res t  s t ' imu lée  que  pendan t  une  cou r te

pér ' iode de temps pourra i t  ê t re  dû à une per turbat ion de la  s t ructure des

m ' i t ochondr ies  (S i ' l ve rbe rg  I976 )  ou  à  l ' i nh ib i t ' i on  d 'enzymes  m ' i t ochondr ia ' l es  pa r

I  e  Cd  (Ah ' l e rs  e t  Rôs i ck  1986)  .

Une  récupéra t i on  de  l a  c ro i ssance  e t  une  s t imu la t i on  de  1a  resp i ra t i on

son t  obse rvées  au  cou rs  de  1a  pé r iode  de  récupéra t i on  (49 -120h)  de  l a  p résen te

e x p é r i e n c e .  E n  e f f e t ,  l ' a j o u t  d T E D T A  a p r è s  4 8 h  d r e x p o s i t i o n  a u  C d  r é s u l t e  e n

une  augmen ta t j on  t rès  impor tan te  de  l a  c ro i ssance  chez  l es  popu la t i ons  exposées

à  3 0  e t  1 0 0  U g  C d . L - l  ( T a b l e a u  7 . 3 ) .  C h e z  c e s  p o p u ' l a t i o n s  l e  t a u x  d e  c r o i s s a n c e
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Tab leau  7 .4 :  Resp i ra t i on  to ta le  de  popu la t i ons  de  ! .  cap r i co rnu tum exposées  à

30 ,  100  e t  500  ug  cd .L -1  exp r imée  en  pou rcen tage  du  témo jn

(A -pé r iode  d 'expos ' i t i on  au  Cd ;  B -pé r iode  de  récupéra t i on ) .

0 . 1

Temps (h)

L4 24 36 46

3 0  U g  C d ' L - 1

1 0 0  p g  C d . L - 1

5 0 0  p g  C d . L - 1

-72

+139

-12

-9

+89

+39

-81

-68

-59

-66

-39

-3

-26

-72

-23

-100

-z

-87

-100

-85

-100

49 52 6 q

Temps  (h )

59 63 72 84 96 r20

3 0  U g  C d . L - 1

5 0  u g  C d . L - 1

5 0 0  g g  C d . L - 1

+256

-65

+76

-23

-63

-100

-97

+108

+305

-86

+75

+631

+81

-28

-92

+2L9 +408

+t20 +584

+2L6 +329

+1181 +138

+566 +437

+4T25 ND*

*  N D :  d o n n é e  n o n  d ' i s p o n i b l e
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( U  
4 9 - 1 2 0 h )  a t t e i n t  d e s  v a l e u r s  r e s p e c t i v e s  d e  0 . 0 3 5  e t  0 . 0 4 4 ' h - 1

compara t i vemen t  à  0 .030 .h -1  pou r  l e  t émo ' i n .  Chez  l a  popu la t ' i on  exposée  à

30  Ug  Cd .L -1  l a  récupéra t i on  es t  imméd ja te  tand is  que  chez  ce l l e  exposée  à

1 0 0  u g  C d . L - 1 ,  ê l l e  n ' e s t  o b s e r v é e  q u r à  p a r t i r  d e  5 5 h  ( F i g u r e  7 . 7 ) .

L ' i n h i b i t i o n  d e  l a  c r o i s s a n c e  d e  l a  p o p u l a t i o n  e x p o s é e  à  5 0 0  U g  C d ' L - t

pe rs i s te  pendan t  t ou te  l a  du rée  de  l a  pé r ' i ode  de  récupéra t i on .  Ma ' l g ré  1 'absence

d e  r é c u p é r a t i o n  c h e z  c e t t e  d e r n i è r e ,  s u i t e  à  l ' a j o u t  d r E 0 T A ' l a  r e s p i r a t i o n  d e

tou tes ' l es  popu la t j ons  de  S .  cap r i co rnu tum exposées  au  Cd  es t  t rès  fo r temen t

s t i m u l é e  p a r  r a p p o r t  à  c e l  l e  d u  t é m o i n  ( T a b l e a u  7  . 4 ) .  P a r  a i l  l e u r s ,  a u x

concen t ra t i ons  de  Cd  pou r  l esque l l es  une  récupéra t i on  es t  obse rvée ,  1e  débu t  de

1a  rep r i se  de  l a  c ro j ssance  co înc ide  avec  l e  débu t  de  l raugmen ta t i on  du  taux  de

r e s p i r a t i o n ,  c r e s t - à - d i r e  à  4 9  e t  5 5 h  p o u r  l e s  p o p u l a t ' i o n s  e x p o s é e s

respec t i vemen t  à  30  e t  100  Ug  Cd .L -1 .  Ce t te  obse rva t i on  suggère  qu ' ' i ' l  ex i s te

une  re la t i on  d j rec te  en t re  l a  phosphory la t i on  oxyda t i ve  e t  l a  c ro ' i ssance  de

ce l l u les  exposées  au  Cd .  Ah le rs  e t  Rôs i ck  (1986)  on t  obse rvé  une  co r ré la t i on

e n t r e  l r i n h i b i t ' i o n  d e  l a  c r o i s s a n c e  e t  I ' i n h i b i t i o n  d e  l r a c t i v i t é  d e  I ' A T P a s e

plasmat ique chez des levures exposées au Cd.  Cet te enzyme est  une proté ine de

la  membrane  p lasmat ique  des  m icochondr ies ,  responsab le  de  l a  syn thèse  de  I |ATP

à  pa r t i r  de  I  'ADP (Lehn inge r  1977) .  L r  i nh ' i b i t ' i on  de  ce t te  enzyme chez  l es

popu la t i ons  de  ! .  cap r i co rnu tum exposées  au  Cd  pou r ra i t  exp f  i que r  l e  f a ib le

rappor t  ATP/ADP observé chez la  populat ion exposée à 100 Ug Cd.L-1 au cours de

l r e x p é r i e n c e  p r é c é d e n t e .  L a  r e p r i s e  d e  l a  c r o i s s a n c e ,  g u i  a  l i e u  s u j t e  à

l r i m p o r t a n t e  d i m i n u t i o n  d e s  t e n e u r s  c e l l u l a i r e s  e n  C d  r é s u l t a n t  d e  l r a j o u t

d T E D T A  ( c . f .  C h a p i t r e  5 ) ,  p o u r r a i t  s ' e x p l i q u e r  p a r  u n e  r é c u p é r a t i o n  d e

l ' ac t i v i t é  de  l 'ATPase  pe rme t tan t  a ins ' i  l a  récupéra t i on  de  l a  phosphory la t i on
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oxyda t i ve .  Une  te l l e  récupéra t i on  de  l a  phosphory la t i on  oxyda t i ve  es t  obse rvée

d a n s  l a  p r é s e n t e  e x p é r i e n c e .  W o r t m a n  e t  B i s s o n n e t t e  ( 1 9 8 8 )  o n t  d ' a i l l e u r s

obse rvé  que  1a  rep r i se  de  l a  c ro i ssance  de  E .  co l i ,  p réa lab lemen t  exposé  à  un

re je t  m in ie r  ac ' i de ,  nécess i te  une  fo rce  p ro ton -mo t r i ce ,  QU i  es t  l e  g rad ien t  de

p r o t o n s  n é c e s s a ' i r e  a u  f o n c t i o n n e m e n t  d e  I ' A T P a s e  ( L e h n i n g e r  1 9 7 7 ) .

L 'augmen ta t i on  du  rappor t  ATP/ADP au  cou rs  de  l a  rep r i se  de  l a  c ro i ssance

p o u r r a i t  d o n c  ê t r e  r e l i é e  à  1 a  r e s p i r a t i o n .

Les  d i f f é rences  obse rvées  dans  l es  taux  de  c ro i ssance  e t  de  resp i ra t i on

avan t  e t  ap rès  1 'a jou t  dTEDTA son t  accompagnées  pa r  des  d i f f é rences  au  n i veau

d e  l ' u t i l  i s a t i o n  d e s  d i v e r s  s u b s t r a t s  r e s p i r a t o ' i r e s .  P e n d a n t  l a  p é r i o d e

d 'expos i t j on  au  Cd ,  l es  résu l ta t s  démon t ren t  en  o rd re  d r ' impor tance  que  l es

p r o t é i n e s ,  l e s  M F P M ,  l e s  p o l y s a c c h a r i d e s  e t  l e s  l i p i d e s  p a r t i c i p e n t  à  l a

resp ' i r a t i on  (Tab leau  7 .5A) .  Les  résu l ta t s  démon t ren t  éga lemen t  qu ' i 1  n ' y  a  pas

d e  d i f f é r e n c e s  s i g n i f i c a t i v e s  d a n s  l ' u t i l i s a t ' i o n  d e s  m a c r o m o l é c u l e s  e n t r e  l a

popu la t i on  témo in  e t  l es  popu la t i ons  exposées  au  Cd  (Tab leau  7 .6 ) .  Tou te fo i s ,

1  o r s q u e  I  e s  p r o d u  i  t s  d e  r é s e r v e  s o n t  c o n s  i d é r é s  d a n s  I  e u r  e n s e m b l  e

(po l ysacchar ides  +  l i p i des ) ,  i 1s  fou rn i ssen t  24% e t  25% du  C  resp i ré  chez  
' l es

popu la t i ons  exposées  à  100  e t  500  pg  Cd .L -1  compara t i vemen t  à  13% chez  l es

p o p u l a t i o n s  e x p o s é e s  à  0  e t  3 0  p g  C d . L - 1  ( T a b ' l e a u  7 . 6 A ) .  G l o b a l e m e n t ,  1 e s

p rodu i t s  de  rése rves  semb len t  donc  j oue r  un  p ' l us  g rand  rô le  dans  1a  resp i ra t i on

des  popu ia t i ons  exposées  aux  p lus  fo r tes  concen t ra t i ons  de  Cd ,  poss ib lemen t

p o u r  c o m b l e r  p l u s  e f f i c a c e m e n t  l e s  b e s o i n s  e n  é n e r g i e  d e s  c e l l u l e s .

Lr impor tance re la t i ve  des  d i f fé ren ts  subs t ra ts  resp i ra to i res  chez  ! .

c a p r i c o r n u t u m  e s t  s e m b l a b l e  à  l r u t i l ' i s a t ' i o n  d e s  s u b s t r a t s  d e  l a  r e s p i r a t i o n
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Tab leau  7 .5 :  Pourcen tage l  du  ca rbone  resp i ré  pa r  des  popu ' l a t i ons  de  ! .

c a p r i c o r n u t u m  e x p o s é e s  à  0 , 3 0 , 1 0 0  e t  5 0 0  U g  C d . L - 1 ,  p r o v e n a n t

des  d i ve rses  f rac t i ons  de  macromo lécu les  (A :  pé r iode  d 'expos ' i t i on

a u  C d ;  B :  p é r i o d e  d e  r é c u p é r a t i o n ) .

F rac t ' i ons  macromo l  écu la i res

A  -  (0 -46h ) Proté i  nes MFPM Po ' l ysacchar ides  L i  p ides

Témoi  n

3 0  u g  C d ' L - 1

100  pg  Cd  '  L -  1

5 0 0  p g  C d . L - 1

6 7 . L  +

7 0 . 7  +

4 5 . 4  +

6 2 . T  +

3 7  . 6

3 5 . 0

40.4

3 5 .  3

1 9 . 6  +

1 6 . 0  +

3 0 . 8  r

L3.2 +

1 8 . 4

1 5  . 6

3 4  . 8

8 . 1

1 3 . 0  +

t ? . 3  +

1 8 . 1  +

1 6 . 0  +

2 6 . 4

1 9 . 0

2 2 . 6

L8.2

0 . 3  +  6 . 8

1 . 1  +  2 . 6

5 . 7  +  9 . 6

8 . 8  r  1 8 . 0

B -  (4e-120h)

Témoi n

3 0  U g  C d ' L - 1

1 0 0  U g  C d ' L - 1

5 0 0  p g  C d ' L - 1

58. l .  *

48.2 !

4 2 . L  +

4 1 . 1  +

3 9 . 8

4 3 . 6

3 7  . 9

4 0 . 4

4 . 7  !

1 3 . 8  +

6 . 5  +

1 3 . 9  +

8 . 4

3 2 . 5

1 .2 .4

3 2 . 7

3 3 . 2  r

3 8 . 0  +

29.0  +

1 4 . 4  t

4 t .2

4 4 . 5

3 5  . 6

1 7 . 6

4 . 1  +  8 . 0

0

22.5  ! .  24 .3

1 9 . 5  I  3 7 . 1

Noter  que

resp  i  r a t ' i on  )

l e s

ne

v a l e u r s  p o s i t i v e s

son t  pas  cons idé rées

(  c res t -à -d  i  r e

d a n s  l e  c a l c u l .

synthèse p ' lu tôt  que
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Tab leau  7 .6  Compara i son  des  moyennes  ( tes t

macromo lécu les  des  popu la t i ons

1 0 0  e t  5 0 0  u g  C d - L - l .

t )  des  données  de  resp i ra t i on  des

S .  cap r i co rnu tum exposées  à  0 ,  30 ,

de

d e

P é r i o d e  d ' e x p o s i t i o n

t  p  D . F .

Pér iode  de  récupéra t ' i on

t  p  D . F .

L i p i d e s

témo'i n

témo i n

témo i n

Po lysacchar  i  des

témo i n

témo i n

témo i n

MFPM

témo i n

témo i n

témo i n

Pro té  i  nes

témo i n

témo i n

témo i n

v s

v s

V S

30

100

500

0  . 4 6

0 .  1 3

0 .08

0 . 2 8

0  . 4 5

0 . 2 9

0 . 2 2
0 .44
0  .49

1  . 3 9 1
- 1  . 5 1
- 0 .  9 1

ug
ug
ug

ug
ug
ug

ug
ug
ug

c d . L -  1

c d . L -  1

c d . L -  1

c d . L -  1

c d . L -  1

c d . L -  1

c d . L -  1

c d - L -  1

c d .  L -  1

c d . L -  1

c d . L -  1

c d . L -  1

0 . 9 9 9
- 1  . 1 8
-L.577

10

10

8

0 . 0 9  1 6

0 . 0 5 *  1 6

0 . 1 9  1 4

v s

v s

v s

30

100

500

0 . 3 4

0 . L 2

0 . 1 1 9

0 . 5 0

0 . 2 2

0  . 0 9

0 . 3 0
a . L 2
0  . 2 0

30

100

500

1 0

10

10

10

10

10

10

1 0

1 0

16

i 6

t 4

1 6

1 6

T4

0 . 4 3 2
-L .27

- r .25

4 . 5 9 2
-L .L22

0 . 5 6 3

- 0 . 0 0 3

0 . 8 0 2

1  . 4 1 1

0 . 5 2 4

L . 2 t

0 . 8 i 2

0 .  1 8 5

L . 4 5 7

4 . 7 1 9

0  . 4 3

0  . 0 8

0 . 2 4

V S

v s

v s

V S

v s

v s

30

100

500

ug
pg

pg

-0 .804

- 1  . 1 5 5

0 . 0 3 5

16

1 6

T4

*  S t a t ' i s t i q u e m e n t  s i g n i f i c a t i f
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c h e z  0 s c i l  l a t o r i a  t h i e b a u t i ' i  d a n s  d e s  c o n d i t i o n s  d ' i n t e n s ' i t é s  l u m i n e u s e s

s a t u r a n t e s  ( I p ) .  E n  e f f e t ,  L i  e t  a l .  ( 1 9 8 0 )  o n t  d é m o n t r é  p a r  d e s  m e s u r e s  à

l r o b s c u r i t é  q u r a u x  f o r t e s  e t  a u x  f a i b l e s  i n t e n s i t é s  1 u m ' i n e u s e s ,  I a  p l u s  g r a n d e

par t i e  du  14C pe rdue  pa r  ce t te  espèce  p rovena i t  des  MFPM tand is  qu rà  des

i n t e n s i t é s  a p p r o c h a n t  I k , ' l e  1 a C  p r o v e n a ' i t  s u r t o u t  d e s  f r a c t i o n s  à  p o i d s

m o l é c u l a i r e s  é l e v é s  ( p r o t é i n e s  >  p o l y s a c c h a r i d e s  >  l i p i d e s ) .

A u  c o u r s  d e  l a  p é r i o d e  d e  r é c u p é r a t i o n ,  I t u t i l  l s a t i o n  d e s

macromo lécu les  es t  sens ib ' l emen t  d i f f é ren t  de  ce l  l e  déc r i t e  c i -hau t  chez

I ' e n s e m b l e  d e s  p o p u l a t i o n s  d e  : .  c a p r i c o r n u t u m  ( T a b l e a u  7 . 5 8 ) .  E n  e f f e t ,

I ' u t i l i sa t i on  des  po l ysacchar ides  comme subs t ra t  resp i ra to i re  dev ' i en t  beaucoup

p l u s  i m p o r t a n t e  à  p a r t i r  d e  7 2  h  c h e z  l ' e n s e m b l e  d e s  p o p u l a t i o n s .  D e  p 1 u s ,

pendan t  ce t te  pé r iode  l e  taux  de  resp i ra t i on  de  ce t te  f rac t i on  macromo lécu la i re

d im inue  avec  une  augmen ta t i on  des  concen t ra t i ons  de  Cd  (F igu re  7 .9 ) .  Pa r

a i l l e u r s ,  l o r s q u e  I ' u t i l ' i s a t i o n  d e s  p o l y s a c c h a r i d e s  d e v i e n t  i m p o r t a n t e ,  l e s

MFPM ne  son t  p ' l us  u t i l i sés  pou r  1a  resp i ra t i on  e t  une  i nco rpo ra t i on  de  ca rbone

à  ce t te  f rac t i on  es t  obse rvée  (F igu re  7 .10 ) .  Ce t te  même tendance ,  ma is  de  façon

mo ins  marquée ,  es t  éga lemen t  obse rvée  dans  l e  cas  des  p ro té ines  (F igu re  7 .11 ) .

U n e  a u g m e n t a t i o n  t r è s  m a r q u é e  e t  s i g n i f i c a t i v e  d e  I ' u t i l i s a t j o n  d e s

l i p ides  comme subs t ra t  de ' l a  resp i ra t i on  es t  obse rvée  pendan t  l a  pé r iode  de

récupéra t i on  chez  1a  popu ' l a t i on  exposée  à  100  Ug  Cd .L -1  (Tab leau  7 .6 ;  F igu re

7 . t Z ) .  C h e z  c e t t e  p o p u l a t j o n  l r u t i l i s a t i o n  d e s  l i p i d e s  n r a p p a r a î t  g u ' a p r è s  u n e

impor tan te  augmen ta t i on  des  quo tas  ce l l u la i res  de  ce t te  mac romo lécu le  (F igu re

7 .13 )  e t  co înc ide  avec  l e  débu t  de  l a  récupéra t i on  de  l a  c ro i ssance  e t  de  l a

s t ' i m u l a t i o n  d e  l a  r e s p i r a t i o n  ( F i g u r e s  7  . 7  e t  7  . 8 ;  T a b l e a u  7  . 4 8 ) .  U n e  t e l  l e



I

63

I

36

r

24

I

l4

- r 7 2 -

r  =  N O N - R E S P I R E

I I

461 4s 52 5s 59

r.:'-r- 1746

r$

t

72 84 96 QA

63 72 84 96 tau^24t4
;
s

I
q,

J

a,
(J

()
(fl

r 500

I ooQ

soo

o
+af +s sz 5536 59

I

63
I
95

I

5552
:

42t 46

I

36 < e f + e

24 36 461 4e 52 55 ss 63 72
I

T E M P S  (  h  )

Taux  de  resp i ra t i on  des  po ' l ysacchar ides  chez  des

: .  c a p r i c o r n u t u m  e x p o s é e s  à  0  ( A ) ,  3 0  ( B ) ,  1 0 0

u g  C d . L - 1  p e n d a n t  l e s  p é r i o d e s  d ' e x p o s i t ' i o n

r é c u p é r a t i o n .  I  i n d i q u e  1 ' h e u r e  d e  l r a j o u t  d ' E D T A .

I

t 4

72 84 96 r20

84 96 120

popu ' la t ions  de

( C )  e t  s 0 0  ( D )

au Cd et  de

F i g u r e  7 . 9 :



r =  N O N - R E S P I R E

- r 7 3 -

I

36

I t

84

I

96I

E

I
<lJ

a)(,
. ?

C)
ctr

I
I

l4 24
A

46 1 49 52 5 5 59 63 72 120

a

49

I

55

I

84

t

96

t

6 l 4 24 36 461 52 59 63 72 t20

T E M P S  (  h  )

F i g u r e  7 . 1 0 :  T a u x  d e  r e s p ' i r a t i o n  d e s  m é t a b o l  i t e s  à  f a i b l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e

chez  des  popu la t i ons  de  ! .  cap r i co rnu tum exposées  à  0  (A ) ,
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d ' e x p o s ' i t i o n  a u  C d  e t  d e  r é c u p é r a t i o n -  1  i n d i q u e  l r t i e u r e  d e

I ' a i o u t  d ' E D T A .



4 000

3 0 æ

2

I

4 000

3

2

I

4

3

2

I

t4
:

6

- I 7 4 -

r  = N O N - R E S P I R E

24 36 461  49  52 55 59 63 72 84 t20

I

96

I

96 t2072 8436?4t4
;
g

I
<t,

f

<l.,
(J

(J
I

+ef +s 52
I

55 59 63

I I

84 I?Q

I

96

I

72

I

96 12c-8472

t

59

I

55

3 6 1 4 24 36 c e t + s52 55 59 63

636 t4 ?4 36 46 I 4s 52
I

T E M P S  (  h  )

F i g u r e  7  - L I :  T a u x  d e  r e s p i r a t i o n  d e s  p r o t é i n e s  c h e z  d e s  p o p u l a t i o n s  d e  9 .

c a p r i c o r n u t u m  e x p o s é e s  à  0  ( A ) ,  3 0  ( B ) ,  1 0 0  ( C )  e t  5 0 0  ( D )
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a u g m e n t a t i o n  d e s  q u o t a s  c e l  l u l a i r e s  e n  1  i p i d e s  p r é c é d a n t  1 a  r e p r i s e  d e  l a

c ro i ssance  a  éga ' l emen t  é té  obse rvée  au  cou rs  de  l a  p remiè re  expé r ' i ence  (F igu re

7 .6C) .  Pa r  con t re ,  chez  1a  popu la t i on  exposée  à  500  Ug  Cd .L - l  l a  s t imu la t i on  de

la  resp i ra t i on  n res t  pas  accompagnée  d 'une  rep r i se  de  l a  c ro i ssance  (Tab leau

7 . 4 8 ;  F i g u r e  7 . 7 ) .  C h e z  c e t t e  p o p u l a t i o n ,  1 a  p e r s i s t a n c e  d e  I ' i n h i b i t i o n  d e  l a

c ro i ssance  pou r ra i t  ê t re  exp l i quée  pa r  l e  f a i t  que  l raugmen ta t i on  des  quo tas

c e l l u l a i r e s  e n  l i p i d e s  a i n s i  q u e  l e  d é b u t  d e  l a  r e s p i r a t i o n  d e  c e  s u b s t r a t

appara i ssen t  t a rd i vemen t  (F igu res  7 .13  e t  7 .LZ ) .  À  ce t te  concen t ra t i on  de  Cd ,

la  concen t ra t ' i on  dTEDTA a jou tée  n res t  p robab lemen t  pas  assez  é levée  pou r

r é d u i r e  s u f f i s a m m e n t  l a  b i o d i s p o n i b i l  i t é  d e  I ' i o n  C d 2 * .  I l  s e  p o u r r a i t

également  qu 'à cet te  concentrat ' ion de Cd la  récupérat ion de la  photosynthèse

so i t  i nsu f f i san te  pou r  assu re r  un  taux  adéqua t  de  syn thèse  des  macromo lécu les

nécessa ' i r es  à  l a  c ro i ssance .  En  e f fe t ,  
' l es  

résu l ta t s  de  
' l  ' expé r ' i ence  p résen tée

au  chap i t re  6  démon t ren t  que  dans  nos  cond i t i ons  expé r imen ta les  l e  t aux  de

pho tosyn thèse  de  l a  popu la t i on  exposée  à  100  gg  Cd-L -1  demeure  j n fé r i eu r  à

celu i  du témoin pendant  toute 1a pér iode de récupérat ion.  0n peut  donc supposer

que ' l a  pho tosyn thèse  de  1a  popu la t i on  exposée  à  500  Ug  Cd .L - l  demeure  fo r temen t

pe r tu rbée .

Par  a i l l eu rs ,  pendan t  1a  pé r iode  de  récupéra t i on ,  1a  popu la t i on  exposée

à  3 0  U g  C d ' L - 1  n r u t i f i s e  p a s  d e  l i p i d e  c o m m e  s u b s t r a t  r e s p i r a t o i r e .  C h e z  c e t t e

p o p u l a t ' i o n , 1 r é n e r g i e  f o u r n i e  p a r  l e s  s u b s t r a t s  u s u e l s  d e  1 a  r e s p i r a t i o n  s e m b l e

p e r m e t t r e  1 a  r e p r i s e  d e  l a  c r o i s s a n c e .  D ' a i l l e u r s ,  1 e s  b e s o i n s  é n e r g é t i q u e s  d e

ce t te  popu ia t i on  son t  p robab lemen t  mo ins  impor tan ts  que  ceux  de  l a  popu la t i on

exposée à 100 Ug Cd.L-1 comme en témoignent  les rappor ts  ATP/ADP de ces deux

p o p u l a t i o n s  a u  c o u r s  d e  l r e x p é r i e n c e  p r é c é d e n t e  ( F i g u r e  7 . 3 ) .
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7 . 4 Conc l  us ' i on

Les  résu l ta t s  des  expé r iences  déc r i t es  c i -hau t  pe rne t ten t  de  con f i rmer

1 e s  h y p o t h è s e s  m i s e s  d e  l r a v a n t ,  à  s a v o i r  q u e  l a  r é c u p é r a t i o n  d e  l a  c r o i s s a n c e

de  popu la t ' i ons  de  ! .  cap r i co rnu tum ayan t  é té  exposées  au  Cd  nécess i te  de

1 rénerg ie  sous  fo rme  d rATP e t  s ' accompagne  d rune  augmen ta t i on  du  mé tabo l i sme

d e s  l i p i d e s  a i n s i  q u e  d u  t a u x  d e  r e s p i r a t i o n .

S u i t e  à  l r a j o u t  d r E D T A ,  l a  r é c u p é r a t i o n  d e  l a  c r o i s s a n c e  s e m b l e ,  e n

e f fe t ,  nécess ' i t e r  une  cha îne  ch rono log ique  d 'évènemen ts  mé tabo l i ques  imp l i quan t

' l a  
pho tosyn thèse  e t  l a  syn thèse  de  l i p i des  dans  un  p remie r  t emps ,  e t  l a

r e s p ' i r a t i o n  d e s  l i p i d e s  e t  l a  s y n t h è s e  d ' A T P  d a n s  u n  d e u x i è m e  t e m p s .  A i n s i ,  l a

d é s o r p t i o n  d u  C d  p r i s e  e n  c h a r g e  p a r  l e s  c e l l u l e s  a p r è s  1 ' a j o u t  d ' E D T A  e s t

' i m m é d i a t e m e n t  s u i v i e  d ' u n e  r e p r i s e  d e  l r a c t i v i t é  p h o t o s y n t h é t i q u e  d e s  c e l l u l e s

qu i  se  t radu i t  pa r  des  taux  é levés  de  syn thèse  de  p ro té ines  e t  de  l i p i des  ( c . f .

C h a p ' i t r e  6 ) .  C h e z  1 e s  p o p u l a t i o n s  e x p o s é e s  à  1 0 0  u g  C d . L - 1  e t  5 0 0  U g  C d . L - l ,  o ù

l a  c r o i s s a n c e  e s t  f o r t e m e n t  i n h i b é e ,  c e  c a r b o n e  n o u v e l l e m e n t  a s s i m i l é  e s t

d i r i g é  v e r s  l a  s y n t h è s e  d e s  
' l i p i d e s .

Ce t te  augmen ta t i on  du  quo ta  ce l l u la i re  en  
' l i p i des  

pou r ra i t  p répa re r  l es

c e l l u l e s  à  s e  d i v i s e r  c o m m e  l r o n t  s u g g é r é  S u n d b e r g  e t  N i l s h a m m a r - H o l m v a l l

(19 i5 ) ,  ê r  f ou rn i ssan t  un  subs t ra t  pouvan t  ê t re  ca tabo l  i sé  avec  un  bon

rendemen t  éne rgé t i que .  Nos  résu l ta t s  semb len t  sou ten i r  ce t te  hypo thèse  pu i sque

d ' u n e  p a r t  c h e z ' l a  p o p u l a t i o n  e x p o s é e  à  1 0 0  U g  C d . L - 1  a u  c o u r s  d e  1 a  p r e m i è r e

expér ience ,  une  rep r i se  de  l a  c ro ' i ssance  e t  une  augmen ta t i on  des  rappor t s

A ïPr / ce l l u le  e t  ATP/ADP son t  obse rvées  pendan t  l a  pé r iode  de  récupéra t i on .
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D'au t re  pa r t ,  l es  résu l ta t s  de  l a  pé r iode  de  récupéra t ' i on  de  l a  deux ième

e x p é r i e n c e  d é m o n t r e n t  u n e  u t i l  i s a t i o n  a c c r u e  d e s  1  i p i d e s  p a r  l a  r e s p ' i r a t i o n

chez  l es  popu la t i ons  exposées  aux  p lus  fo r tes  concen t ra t i ons  de  Cd  ( i 00  e t

5 0 0  U g  C d . L - 1 ) . D e  p ' l u s  c h e z  1 a  p o p u l a t i o n  e x p o s é e  à  1 0 0  ! 9  C d . L - r  1 a  r e p r i s e

d e  l a  c r o i s s a n c e  e s t  c o n c o m i t a n t e  à  u n e  s t i m u l a t i o n  d e ' l a  r e s p i r a t i o n  e t  à  u n e

u t i l ' i s a t i o n  d e s  
' l i p i d e s  

p a r  c e t t e  v o i e  m é t a b o ' l i q u e .

Nos  résu ' l t a t s  suggèren t  que  1a  récupéra t i on  de  l a  resp i ra t i on  obse rvée

au  cou rs  de  l a  deux ' i ème  expér ience  es t  reponsab le  de  l raugmen ta t i on  des  teneurs

ce l l u la i res  en  ATP obse rvée  pendan t  l a  pé r iode  de  récupéra t i on  de  1a  p remiè re

e x p é r i e n c e .  L a  d é s o r p t i o n  d u  C d  c e l l u l a i r e  r é s u j t a n t  d e  1 ' a j o u t  d ' E D T A

p o u r r a i t  p e r m e t t r e  l e  r é t a b l ' i  s s e m e n t  d e  l a  f o r c e  p r o t o n - m o t r i c e  d e s

m i t o c h o n d r i e s  a i n s i  q u e  l a  r é c u p é r a t i o n  d e  l r a c t i v i t é  d e  I ' A T P a s e ,  u n e  e n z y n e

m ' i t o c h o n d r i a l e  i n h i b é e  p a r  l e  C d  ( A h l e r s  e t  R ô s i c k  1 9 8 6 ) ,  r e s p o n s a b l e  d e  l a

s y n t h è s e  d e  I | A T P  à  p a r t i r  d e  I ' A D P .
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8 . 1 Conc l  us  i  ons

Les  e f fe t s  t ox iques  du  Cd  chez  S .  cap r i co rnu t rum on t  é té  é tud iés  non

seu lemen t  su r  l a  c ro i ssance  ma is  éga lemen t  su r  des  g randes  vo ies  mé tabo l i ques

te l  I  es : la  photosynthèse et  1a resp i  ra t  i  on .  Dans 
' l  I  ensembl  e,  on constate ma' lgré

d e s  d i f f é r e n c e s  d ' u n e  e x p é r i e n c e  à  l r a u t r e  g u e  l a  c r o i s s a n c e  e s t  i n h i b é e  à

tou tes  l es  concen t ra t i ons  de  Cd  u t i l  i sées ,  t and is  que  l es  résu l ta t s  des

chap i t res  6  e t  7  (pé r iode  d 'expos i t i on )  démon t ren t  que  Ies  deux  p r i nc ipa ' l es

v o j e s  d e  s y n t h è s e  d ' A T P , 1 a  p h o t , o s y n t h è s e  e t  l a  r e s p i r a t i o n ,  s o n t  f o r t e m e n t

pe r tu rbés  pa r  1e  Cd .  L ro r i g ' i na l i t é  de  nos  t ravaux  a  su r tou t  é té  de  con t r i bue r  à

I  ' amé l  i o ra t i on  des  conna issances  su r  l es  p rocessus  d tacc l  jma ta t i on  e t  de

récupéra t i on  des  ce l ' l u l es  v i s -à -v i s  du  Cd .  En  e f fe t ,  nos  résu l ta t s  révè1en t  que

d 'une  pa r t ,  une  ce r ta ' i ne  acc l ima ta t ' i on  à  ce t  i on  mé ta l l i que  es t  poss ib le  e t  que

drau t re  pa r t ,  l es  e f fe t s  t ox iques  du  Cd  pou r  des  concen t ra t i ons  <  100  pg .L -1  ne

son t  pas  pe rs i s tan ts ;  une  récupéra t i on  es t  obse rvée  l o rsque  l es  i ons  Cd2"  en

s o l u t i o n  d a n s  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e  s o n t  c o m p l e x é s  p a r  l r a j o u t  d ' E D T A .

Les  a jus temen ts  du  mé tabo l i sme  chez  S .  cap r i co rnu tum on t  é té  n i s  en

év idence  au  n i veau  des  mod i f i ca t i ons  de  l a  répa r t i t i on  du  ca rbone  dans  l es

macromo lécu les  l o rs  d 'expos i t ' i ons  au  Cd .  Ces  mod ' i f i ca t i ons  son t  pe rçues  comme

des  réponses  acc l ima t , i ves  au  Cd .  Le  modè le  de  Shu te r  (1979) ,  où  l a  c ro i ssance

a ' l ga1e  dépend  d 'un  f l ux  de  ca rbone  des  p rodu i t s  de  rése rve  ve rs  l es  p ro té ines ,

a  cons t i t ué  un  ou t ' i l  d r i n te rp ré ta t i on  p réc leux  pou r  exp l i que r  ces  réponses

p h y s i o l o g i q u e s .
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Les  résu l ta t s  p résen tés  au  chap i t re  4  démon t ren t  que  dans  I  es

p r e m i è r e s  h e u r e s  d ' e x p o s i t i o n  a u  C d , ' l e  t a u x  d e  p h o t o s y n t h è s e  a i n s ' i  q u e  l e  t a u x

de  syn thèse  des  p ro té ines  pa r  rappor t  à  ce lu i  des  po l ysacchar ides  ( rappor t

p ro té ine /po l ysacchar ide )  son t  généra lemen t  p lus  é levés  chez  l es  popu la t i ons

exposées  que  chez  l a  popu la t i on  témo in .  L i  (1979)  a  suggéré  que  ces

mod ' i f  i ca t i ons  du  mé tabo l  i sme  du  ca rbone  v i sen t  à  ma in ten ' i r  un  taux  de

c ro ' i ssance  op t ima ' l  en  p résence  de  Cd .  Nos  résu l ta t s  démon t ren t  d 'a i l l eu rs  que

les  taux  de  c ro i ssance  des  popu la t ' i ons  exposées  à  30  e t  60  Ug  Cd .L -1  son t

supér ieu rs  à  ce lu ' i  du  témo in  pendan t  l es  16  p remiè res  heu res  d 'expos i t i on .

Par  l a  su i te ,  i l  semb le  que  l a  p résence  de  Cd  en t ra îne  des

per turbat ions qui  ne peuvent  êt re compensées par  des a justements du métabol isme

du  ca rbone ,  ca r  l a  c ro i ssance  es t  i nh ibée  à  tou tes  l es  concen t ra t i ons  de  Cd .

0 r ,  même lo rsque  l a  c ro i ssance  es t  f o r temen t  pe r tu rbée  ap rès  16  h  d rexpos i t i on

au  Cd ,  des  mod i f i ca t i ons  des  teneurs  ce l  l u la i res  en  macromo lécu les  son t

obse rvées  chez  1es  popu la t i ons  exposées  au  Cd .  Pa r  exemp le ,  chez  l a  popu la t i on

e x p o s é e  à  3 0  U g  C d . L - 1  l e s  q u o t a s  c e l l u l a i r e s  e n  p r o t é i n e s  e t  e n  l i p i d e s  s o n t

p l u s  é 1 e v é s  q u e  c h e z  l a  p o p u l a t i o n  t é m o i n  j u s q u r à  8 0  h .  L e s  q u o t a s  c e l l u l a i r e s

en proté ines représentera ient  un excès de synthèse par  rappor t  aux besoins en

p r o t é i n e s  p o u r  l a  d i v i s i o n  c e l l u l a i r e .  P o u r  l e u r  p a r t , ' l e s  l i p i d e s  p o u r r a i e n t

êt re vues comme un a justement  du métabol isme du carbone v ' isant  à  favor iser  la

su rv ' i e  des  ce l  I  u l  es  en  p résence  de  Cd .  Les  I  ' i p i des  peuven t ,  ê f l  e f  f  e t ,

cons t i t ue r  des  rése rves  auxque l l es  l es  ce l  l u les  peuven t  f a i re  appe l  pou r

comb le r  l eu rs  beso ins  éne rgé t i ques .  Les  résu ' l t a t s  du  chap i t re  7  démon t ren t  que

S.  cap r i co rnu tum peu t  u t i l i se r  l es  l i p ' i des  comme subs t ra t  resp i ra to i re .
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Les  réponses  acc l ' ima t i ves  obse rvées  au  chap i t re  4  suggèren t  que  l es

popu la t i ons  exposées  au  Cd  conse rven t  un  po ten t i e l  de  c ro i ssance .  Dans  ce

con tex te ,  1es  expé r ' i ences  p résen tées  aux  chap i t res  5 ,6  e t  7  on t  é té  réa l i sées

a f i n  de  conna î t re  l a  pe rs i s tance  des  e f fe t s  t ox igues  i o rsque  l a  concen t ra t i on

d e  C d  b ' i o d i s p o n i b l e  d a n s  l e  r n j l ' i e u  d i m i n u e  e t  d r é t u d i e r  f  i m p l  i c a t i o n  d e s

p rocessus  resp i ra to i res  e t  pho tosyn thé t i ques  dans  l a  récupéra t ' i on  de  l a

c r o i s s a n c e .  L e s  r é s u l t a t s ,  a p r è s  4 8  h  d r e x p o s i t i o n  a u  C d ,  d é m o n t r e n t . q u e  l e s

ef fe ts  tox ' iques ne sont  généra lement  pas pers is tants  et  que pour  des

concentrat ions de Cd

s r e f f e c t u e  à  I ' i n t é r ' i e u r  d ' u n e  p é r i o d e  S  1 0  h .  I ' l  s e m b l e  q u e  1 a  r é c u p é r a t ' i o n  d e

l a  c r o i s s a n c e  s o i t  l i é e  à  l r i m p o r t a n t e  e t  r a p i d e  d é s o r p t i o n  d e  C d  q u i  s u i t

l r a j o u t  d e ' l r a g e n t  c o m p l e x a n t  ( E D T A )  a u  m i l i e u  d e  c u l t u r e .  L e s  r é s u l t a t s  d u

c h a p i t r e  5  d é m o n t r e n t  e n  e f f e t  q u e  1 a  c o m p l e x a t i o n  d e s ' i o n s  C d 2 *  d a n s  l e  m j l i e u

de  cu l tu re  en t ra îne  une  pe r te  d renv i ron  80% du  Cd  adso rbé  e t  d ' env j ron  40% du

Cd  abso rbé  pa r  l es  ce l  l u les .  La  déso rp t i on  du  Cd  "adso rbé r r  à  l a  pa ro i

ce l l u la i re  a  dé ià  é té  obse rvée  pa r  de  nombreux  au teu rs  ( c . f .  chap i t re  5 )  e t  es t

généra lemen t  a t t r i buée  au  fa i t  que  l e  Cd  es t  f a ib lemen t  l i é  aux  
' l i gands

ce l l u la i res .  La  pe r te  de  Cd  d j t  "abso rbé ' r  es t  pa r  con t re  p ' l us  i nus i tée  e t

pou r ra i t  so i t  ê t re  l e  résu l ta t  d ' une  concen t ra t i on  t rop  fa ib le  d 'Ê0TA qu i

au ra i t  sous -es t imé  la  p ropo r t i on  de  Cd  adso rbé  pendan t  l a  pé r iode  d rexpos i t ' i on ,

s o j t  r e p r é s e n t e r  l e s  i o n s  C d 2 *  t r a n s p o r t é s  o u  d i f f u s é s  à  I ' i n t é r i e u r  d e  l a

c e l l u l e  q u i  n e  s o n t  p a s  c o m p l e x é s  à  d e s  s i t e s  i n t r a c e l l u l a ' i r e s .  C e  " p o o 1 "

d ' i o n s  p o u r r a ' i t  d i f  f  u s e r  h o r s  d e  l a  c e l  l u l e  l o r s q u e  1 ' é q u i l  i b r e  C d 2 *  ?

C d - c e l l u l e  e s t  p e r t u r b é ,  d a n s  n o t r e  c a s  p a r  l r a j o u t  d ' E D T A  a u  m i l i e u  d e

cu l  t u re .
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L e s  e x p é r i e n c e s  p r é s e n t é e s  à  l r j n t é r i e u r  d e s  c h a p i t r e s  6  e t  7  o n t

pe rm is  de  me t t re  en  év idence  l es  évènemen ts  mé tabo l i ques  imp ' l i qués  dans  l a

récupéra t i on  de  l a  c ro i ssance  a f i n  d 'en  a r r i ve r  à  p ropose r  une  séquence

drac t i v i t és  assoc iées  à  l a  récupéra t i on .  Nos  résu l ta t s  démon t ren t  pou r  l a

p remiè re  fo i s  d 'une  pa r t  que  l es  e f fe t s  du  Cd  su r  l a  pho tosyn thèse  son t  p lus

pe rs i s tan ts  que  ceux  su r  l a  resp i ra t i on ,  e t  d ' au t re  pa r t  que  l a  récupéra t i on  de

ces  deux  vo ' i es  mé tabo l ' i ques  es t  essen t i e l l e  à  l a  récupéra t i on  de  l a  c ro i ssance .

L a  c r o i s s a n c e ,  s u i t e  à  l a  d é s o r p t i o n  d u  C d  c e l l u ' l a i r e ,  n e  s e r a  p o s s i b l e  q u e

dans  l a  mesure  où  l es  beso ins  en  ca rbone  pou r  l a  syn thèse  de  macromo lécu les

a i n s i  q u e  l e s  b e s o i n s  é n e r g é t ' i q u e s  d e s  c e l l u l e s  p e u v e n t  ê t r e  s a t i s f a j t s .  E n

o rd re  ch rono log ique ,  1es  é tapes  rencon t rées  dans  l a  récupéra t i on  de  l a

c ro i ssance  son t :  (1 )  une  rep r i se  de  l a  pho tosyn thèse  à  l aque l l e  es t  assoc iée

une  impor tan te  augmen ta t j on  de  l a  syn thèse  de  l i p i des  e t  de  p ro té ines ,  (2 )  une

augmen ta t i on  des  teneurs  ce l l u la i res  en  ATP (des  rappor t s  ATP/ce l l u le  e t

ATP/ADP) qui  est  concomitante à la  récupérat ion de la  respi rat ion et  à

l ' u t j l  i sa t i on  des  1  i p ides  comme subs t ra t  resp i ra to i re  p ré fé ren t i e l .  Pa r

a i l 1 e u r s ,  i ' l  s e m b l e  q u e  l e  t a u x  d e  c r o ' i s s a n c e  a t t e i n t  p a r ' l e s  p o p u ' l a t i o n s

préalablement  exposées au Cd dépende du degré de récupérat ion de la  photo-

syn thèse .  En  e f fe t ,  1e  taux  de  c ro i ssance  demeure  i n fé r i eu r  à  ce lu j  du  témo in

lo rsque  l a  récupéra t i on  de  l a  pho tosyn thèse ,  e t  donc  de  l a  syn thèse  de

macromol  écul  es ,  n  rest  que par t ' ie l  I  e  .

Ces observat ' ions sont  en accord d 'une par t  avec les hypothèses qui

sou t i ennen t  l e  modè le  de  c ro i ssance  a lga le  e t  d rau t re  pa r t  avec  l es  ac t i v i t és

n é t a b o l i q u e s  q u e  I ' o n  s a i t  a s s o c i é e s  a u x  d i v e r s e s  p h a s e s  d u  c y c l e  c e l l u l a i r e .

L ' a p p r o c h e  q u e  n o u s  a v o n s  p r i v i l é g i é e  a  p e r m i s  d e  r e l j e r  d e  f a ç o n  o r i g i n a l e  l e s

conna ' i ssances  nouve l l emen t  acqu ises  su r  l a  pe rs i s tance  des  e f fe t s  t ox iques  du
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Cd  su r  l e  mé tabo l  i sme  a1ga1  au  p rocessus  de  c ro i ssance .  É tan t  donné

q u ' u l t i m e m e n t  c e  s e r a  l e  m a i n t i e n  o u  l a  r é c u p é r a t i o n  d r u n  t a u x  d e  c r o ' i s s a n c e

a d é q u a t  q u i  d é t e r m i n e r a ' l e  d e s t i n  d ' u n e  e s p è c e  d a n s  s o n  m i l i e u ,  c e t t e  a p p r o c h e

semb le  p résen te r  une  p ius  g rande  "s ign i f i ca t i on  éco log ique"  que ' l es  pa ramèt res

c o u r a m m e n t  u t i l i s é s  d a n s  l e s  b i o e s s a i s  a v e c  a l g u e s  ( e x . :  d e n s ' i t é  c e l l u l a i r e

max imum) .  En  e f fe t ,  ces  pa ramèt res  ne  pe rme t ten t  pas  de  j uge r  de  l a  v iab i l i t é

d e s  c e l  I  u l  e s  .

Nos  t ravaux  on t  c la i remen t  m is  en  év idence  l a  capac i té  de  ce l l u les

a lga ' l es  à  récupére r  ap rès  avo j r  é té  exposées  à  des  concen t ra t i ons  re la t i vemen t

é l e v é e s  d ' u n e  s u b s t a n c e  t o x i q u e .  L e s  c o n c e n t r a t i o n s  d e  C d  u t i l i s é e s  d a n s  l e

cad re  de  ce t te  thèse  l a i ssen t  en t revo i r  que  1es  popu la t ' i ons  phy top lanc ton iques

c o l o n i s a n t  d e s  m i l i e u x  l o t i q u e s  c o n t a m i n é s  p a r  d e s  e f f l u e n t s  e n r i c h i s  e n  C d

pour ra ien t  récupére r  de  ce t te  ag ress ion  tox ' i que .  Ma lg ré  l es  concen t ra t i ons

é levées  de  Cd  auxque l l es  ! .  cap r i co rnu tum a  é té  exposé  (30  à  500  ug  Cd .L - t )  pa r

rappor t  aux  concen t ra t i ons  re t rouvées  dans  Tes  m ' i l  i eux  aqua t ' i ques  con taminés

( j u s q u ' à  2 0  u g  C d . L - 1 ) ,  l e s  d o s e s  d e  C d  r e ç u e s  p a r  l e s  c e l l u l e s  a l g a l e s

pour ra ien t  ê t re  s im i l a i res .  Pa r  exemp le ,  on  peu t  es t imer  que  chez  l a  popu la t i on

d "  ! . c a p r i c o r n u t u m  e x p o s é e  à  1 0 0  H 9  C d . L - r  l a  d o s e  d e  C d  r e ç u e  p a r  u n i t é  d e

c h l - a  v a r i e r a i t  e n t r e  0 . 4  U g  C d . U g  c h l - a - 1  e t  6 . 7  U g  C d . U g  c h l - a - 1 ,

compara t i vemen t  à  une  dose  qu i  pou r ra i t  a t t e ind re  2  Ug  Cd .Ug  ch l -a -1  dans  l es

é c o s y s t è m e s  a q u a t i q u e s  p e r t u r b é s  ( b ' i o m a s s e  a 1 g a 1 e :  1 0  U g  c h l - a . L - 1 ;

concen t ra t i on  de  Cd :  20  Ug .L -1 ) .  I ' l  ne  fau t  donc  pas  sous -es t imer  ce t te

capac i té  de  récupéra t i on  dans  l ré tab l ' i ssemen t  de  modè les  p réd i c t i f s  de  I ' impac t

des  subs tances  tox iques  su r  l es  communau tés  phy top lanc ton iques .  Ma lg ré  que

no t re  app roche  n ra i t  pas  enco re  é té  tes tée  avec  d rau t res  subs tances  tox iques  e t
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avec  d rau t res  espèces ,  1es  p rocessus  m is  en  év idence  au  momen t  de  l a

récupéra t i on  de  l a  c ro i ssance  fon t  appe l  à  des  aspec ts  fondamen taux  de  l a

phys io log ie  ce l l u la i re  e t  conséquemment  ce t te  app roche  o f f re  des  poss ib i l i t és

i n t é r e s s a n t e s  p o u r  l a  d é f i n i t ' i o n  d r o u t i l s  f i a b l e s  p o u r  p r é d i r e  l e s  d a n g e r s

assoc iés  aux  déve rsemen ts  de  subs tances  tox iques  dans  l e  m i ' l i eu  aqua t i que .  Cec ' i

nous  appara Î t  pa r t i cu l  i è remen t  v ra i  s i  on  y  assoc ie  l es  conna issances

d i s p o n i b l e s  ( e x . :  t r a n s f o r m a t j o n s ,  p a r t i t i o n  d a n s  l e s  d i v e r s  c o m p a r t i m e n t s ,

d i spe rs ion ,  e t c .  )  su r  l a  concen t ra t i on  b iod ' i spon ib ' l e  de  l a  subs tance  tes tée

d a n s  l e  c o u r s  d r e a u  q u e  l r o n  s o u h a i t e  p r o t é g e r .

8 . 2 Recherches  fu tu res

Nos  t ravaux  avec  1 'a1gue  ve r te  S .  cap r i co rnu tum on t  m is  en  év idence

que  la  récupéra t i on  à  une  ag ress ion  ponc tue l l e  pa r  1e  Cd  nécess i ta i t  une

s é q u e n c e  b i e n  d é f i n i e  d ' a c t i v i t é s  m é t a b o l i q u e s .  0 n  n e  c o n n a i t  c e p e n d a n t  p a s

les  e f fe t s  d 'une  sé r ie  d 'expos i t i ons  à  une  subs tance  tox ique  su r  l es  p rocessus

de  récupéra t i on  de  l a  c ro i ssance .  En  conséquence ,  l e  déve loppemen t  de  modè les

adéqua ts  pou r  l a  p réd i c t i on  de  f  impac t  des  subs tances  t , ox iques  su r  l es

communau tés  phy top ianc ton iques  nécess i te ra  de  me i l l eu res  conna issances  du

métabol  i  sme et  des s t ructures des communautés exposées à des appor ts

j  n te rm i t t en ts  d  ' e f f l  uen ts  tox i  ques  .

Nos  t ravaux  e t  ceux  de  L i  (1979)  suggèren t  qu 'une  expos i t i on  au  Cd

m o d i f i e  l a  c o m p o s i t i o n  b i o c h i m i q u e  d e s  a l g u e s .  C e s  m o d i f i c a t i o n s  p o u r r a ' i e n t

avo i r  des  conséguences  su r  l e  zoop lanc ton  en  changean t  l a  qua l i t é  nu t r i t i ve  des

ce l l u les  a lga les  consommées  pa r  ces  b rou teu rs .  À  no t re  conna issance  un  te l

impac t  éco tox i co log ique  d rexpos i t i ons  ch ron iques  à  des  con taminan ts  de

I  ' e n v i r o n n e m e n t  a q u a t i q u e  n ' a  j a m a i s  é t é  i n v e s t i g u é .
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Couture. p., C. Thellen, P. A. Thompson, and J.-C. Auclair. 1987. Structure and function of phytoplanktonic

and microbial communities in relation to industrial wastewater discharge: an ecotoxicological approach
in a lo t ic  system. Can.  f .  F ish.  Aquat .  Sci .44:  167-175.

Microbial and phytoplanktonic processes of a perturM river system were evaluated as an ecotoxicological

alternative to bioâssiys'in hazard aisessment of industrial wastewater discharge. Although phytoplankton species

composition was invariable throughout the river gradient, both P/8.and ATP/AMP ratios revealed that the

community did not acclimate ou"r'ih" spatial scale-studied. The adenylate energy charge (EC^) of the microbial

community decreased at the station where the wastewater is discharged; however, no significant differences in

ECo valuei were observed downstream. Enclosure experiments allowed us to conclude that the microbial

community was predominantly affected by the effluent rather than by the lotic physical Sradient. In the river
gradient, tC^ "ppuars to be an insensitive metabolic indicalor; however, small changes in ECe are accompanied

6y much targeiihanges in the ATP/AMP ratios to which enzymatic activities are responding. 
.The 

fact that some

functional rÀ'etaboliJprocesses of the microbial community were affected while phytoplankton species com-
position was invariablL suggeits that P/B and ATP/AMP ratios would prove useful in the detection of insidiuous

;ffects of industrial effluenii at the microbial community level. This approach could also give more insiSht into

the ecological significance of wastewater discharge for monitoring purposes.

Diverses caractéristiques structurelles et fonctionnelles des communautés phytoplanctoniques.et microbiennes

d'une rivière polluée ànt évaluées et proposées comme une alternative au dépistage des dangers environ-
nementaux s,uitu "u* déversements d'effluents industriels. Bien que la structure de la communauté phy-

toplanctonique soit demeurée semblable le long du gradient.de rivière, des variations significatives des rapports

eiA et effieMP montrent le manque d'acclimatation de la communauté à l'intérieur du tronçon de rivière

éiudié. La cirarge énergétique en nuiléotides adénylates (Ct^) diminue à la station qui reçoit les eaux résiduaires

tor,(u"i; ."puid"nt, àr.uïu différence significative ne persiste au niveau des trois sections situées en aval de

l'egoOt induitriel- Des expÉriences réaliseel en enclos nous ont permis de discriminer les effets de l'effluent par

r"iport à ceux du gradient physique de conditions rencontrées dans la rivière. Dans le tronçon de la rivière, la

CÉ^ semble un inàicateur 
'rnetuÉtiquu 

moins sensible que le rapport ATP/AMP lequel est .réputé contrôler

certaines activités enzymatiques. ll apparaît donc que les rapports P/B et AfP/AMP soient utiles pour détecter
des effets insidieux au niveaude la communauté microbienne alors que des effets toxiques directs (i.e. diminution
de la biomasse, modification de la structure de la communauté) ne sont pas perceptibles' L'approche utilisée
permet de plus d'obtenir une information fiable des effets écotoxicologigues d'effluents dans une perspective de

surveillance de la qualité des eaux résiduaires.
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horl-term effects of pollutants on populations of organ-
isms may cause changes in growth, reproduction, andf or
metabolic functions. Long-term impacts may reveal ma-
jor shifts in species.composition and predator-prey re-

lationships. At the microbial level of organization. the short
time scale of reproduction adds another dimension to the prob-
lem: that of acclimation versus species replacement. lt thus
appears, as pointed out by Matthews et al. (1982), that infor-
mation about both functional (metabolic) and structural (spe-

cies composition, biomass) changes is necessary to the under-
standing of the response of an ecosystem to the impact of
pollutants.

In such a context, we investigated both an anabolic indicator,
the light-saturated rate of photosynthesis per unit chlorophyll

Can. J.  F ish.  Aquat.  Sci . .  Vol  11.  1987

(P /B ratio: micrograms carbon per microgram Chl a per hour).

and an energy balance indicator, the adenylat-e ener-gy charge

ratio (ECe: ilerpl + r/2 IADP))/([ATP] + [eoe] +

[AMP]), for the measdrement of the physiological state of a

nututoi microbial community (Atkinson 1968). The P/B ratio

reflects the physiological state of the phytoplanktonic commu-

nity whereas EC^ is related to the whole microplanktonic com-

munity (non-photoautotroPhic and photoautotrophic popu-

lations: De Souza-Lima and Romano 1983)'
Despite the fact that it is difficult to predict growth rate from

short-term carbon assimilation in nutrient-limited exp€riments
(Morris l98l: Hanis 1984: Trainor 1984). there is evidence
that this physiological sensor is sensitive to the effects of pol-
lutants on indigenous phytoplankton populations (Rai et al.
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! 98 | ). For example, Blinn et al. (1977) have shown a negative
relationship between carbon assimilation and mercury concen-
trations after an exposure time of 2 h to the metal
(0.013-0.109 mg Hg ' L-'). Other studies dealt with the re-
lationship between carbon assimilation and biomass decreases.
Wurtsbaugh and Horne (1982) conducted in vitro multi-
parameter bioassays on lake plankton; they found in a 6d
experiment that at copperconcentrations above 20 pg ' L-r the
inhibition patterns were similar for nitrogen and carbon assim-
ilation as well as for Chl a. Côté (1983) has also conducted in
vitro bioassays for assessing the copper toxicity on the standing
crop and the photosynthetic process ofphytoplankton from the
Saguenay River (Québec); he found that at higher concen-
trations of copper (50-400 pg 'L-'), reductions in Chl a
were low whereas rates of primary production were much more
depressed. These results led us to use the P/B ratio to deter-
mine if acclimation was observed following the perturbation of
an indigenous phytoplankton community; there is a lack of
information on the sensitivity of this physiological sensor for
assessing the effects of complex industrial wastewater dis-
charges on the physiological response (acclimatory or non-
acclimatory) of a phytoplankton community within a river sys-
tem. Moreover, indigenous physical variables in lotic systems
present a continuous gradient of physical conditions. This gra-
dient induces within the constituent populations a series of
responses resulting in a continuum of biotic adjustments (Van-
note et al. 1980) which render problematic the discrimination
between a pollutant's toxic effect and the effect of physical
conditions on the indigenous populations of a river system.

ECr is derived from the theory of adenylate control, formu-
lated by Atkinson (1968). lt is considered to be a linear mea-
surement of the amount of energy momentarily stored in the
nucleotide pool: the relative concentrations of adenosine tri-
phosphate [ATP], adenosine diphosphate [ADP], and ade-
nosine monophosphate [AMP] reflect the instantaneous meta-
bolic energy available to a cell (Atkinson 1977). As reported by
Fitzwater et al. (1983) and Heath (l9M), the theoretical range
of ECo varies from 0.0 (all AMP) to 1.0 (all ATP); howevei,
unstressed forms of invertebrates and microorganisms show
EC1, values above about 0.8 (Atkinson 1977; lvanovici 1980).
Some studies indicate ECe variations under altered conditions
such as toxic chemicals, salinity, temperature. light, and nutri-
ent starvation (Chapman et al. l97l: lvanovici 1980; Fitzwater
et al. 1983; Heath 1984). Walsh and Menil l (1984) have sug-
gested the use of EC1 to determine end-points of algal toxicity
tests for the detection of sublethal effects of complex wastes.
These authors have expressed the need for more research to
adapt ECa as a tool for assessing the effects of exposure to
complex'wastes.

Our aim is to evaluate the P/B and EC6 ratios as in situ
phytoplanktonic or microbial indicators for hazardous toxicant
assessment and to test the hypothesis of the acclimatory re-
sponse of a river community before and after the discharge of
an industrial effluent. The hypothesis of the predominant effect
ofthe industrial effluent over the lotic physical gradient on the
microbial community is verified by the evaluation of the pres-
ence and persistence of effluent efl'ects in enclosures.

Study Area

The Sairlt-Louis River (Fig. l) is located on the south bank
of the St. Lawrence River some 50 km southeast of Montréal
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(Québec). The river flow is parallel to the Beauharnois Canal
in a southwest-northeast direction and empties into Lake
Saint-Louis at the town of Beauharnois. Three towns, suppon-
ing agricultural activit ies, are located on the 145.5-kmr drain-
age basin of the Saint-Louis River. The river flows on a bed of
c lay.

Certain physico-chemical characteristics of this river have
been reported by Roy (1982) and Moulins (1983). Depth varies
between 1.83 and 6.7 m, water transparency (Secchi) fluctu-
ates between 0.4 and 2.5 m, and current speeds vary from 4.6
cm ' s-tduring low-flow periods to 59.6 cm's-'during high-
flow periods. As well as draining agricultural land. the river
receives numerous industrial effluents (ferro-alloys, paper,
chlorine. caustic soda, sodium chlorate, and aluminium). Cad-
mium, copper, chromium, iron, lead, manganese. mercury.
nickel, and zinc loads constitute the main sources of pollution
of the river. Moreover, the manganese, iron, and mercury
concentrations remain abnormally high in the Lake Saint-Louis
sediments (Roy 1982).

Materials and Methods

Enclosures

The experimental design consisted in exposing the upstream
indigenous microbial community to various concentrations of
industrial effluent and camparing the community response ob-
tained with that of diluted controls. The experiment which
lasted 22 h was carried out in situ in l2-L enclosures. A large
volume of water (60 L) containing the indigenous microbial
community (without grazers) was obtained by filtering
(100-p"m mesh) water taken at cross-section A (Fig. l). The
collected sample was suMivided in l2-L carboys and amended
to obtain the following effluent concentrations: 0. 10, 25, and
5O7o (v : v, effl uent : river water). Since the addition of effluent
diluted the initial biomass. the control was diluted with
Millipore "Q" process water. raC uptake was measured in sep-
arate 2.5-L bottles. filled to obtain identjcal effluent concen-
trations, and spiked with 50 p.Ci ( I .85 MBq) of NaH'*CO.,. All
enclosures were incubated directly in tbe river. Samples for the
analyses described below were obtained at 0 (09:45 local time),
|, 2, 8, and 22 h. The dark period fell between 8 and 22h of
exposure.

River Gradient

The effects of the industrial effluent were also tested on the
indigenous microbial community downstream from the effluent
discharge . The experimental program was carried out over two
sampling periods. Four sites (A, B, C, D) located upstream and
downstream from the industrial effluent were identified. Each
cross-section was made up of three stations, the first located
approximately 5 m from the east bank. the second in the middle
of the channel, and the third approximately 5 m from the west
bank. The west bank station at site B is located directly at the
outfall of the industrial effluent (Fig. l). For each cross-
section, a composite sample was prepared for the physical'
chemical, and microbial characteristics of the river water.
Temperature and pH were measured immediately after pre-
paring each composite sample. Then. subsamples were pre-
pared for chemical analyses at the laboratory using standard
preservation methods (Environment Canada 1979). Physico-
chemical analyses and coliform counts (total and fecal) were
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performed according to standard procedures described in
American Public Health Association et al. (1980). Phy-
toplankton samples were counled using Utermôl's method after
preservation in an acidic lugol solution (Vollenweider 1974\.

Biological Paramenters

Samples from the enclosure experiment and from each sta-
tion were duplicated for determinations of Chl a. carbon as-
similation. and adenylates content.

Chl a was determined after filtration of a 50-mL sample on
a 0.4-pm polycarbonate filter (Nuclepore) and immediate ex-
traction by placing the filters in 9O%, acetone (Strickland and
Parsons | 972 ). Samples were kept in the dark îor 2- 4 d at 4"C
and fluorescence was measured before and after acidification
on a Tumer Designs filter fluorometer. Extraction of photo-
synthetic pigments was used instead of in vivo determination
because in vivo measurements are subject to interference from
humic material (Carlson and Shapiro l98l).

For the river gradient experiment, 'oC uptake was determined
with duplicate 300-mL subsamples spiked with l0 p.Ci (370
kBq) of radioactive NaHÉCO., and incubated lbr I h at light
saturation in the river. A 20-mL subsample was then fihered on
Nuclepore 0.4-pm membrane filten, whereas for the enclosure
experiment duplicate 50-mL samples were filtered and radio-
activity was determined using a model l2l5 Rackbeta l iquid
scintillation counter (LKB Wallac). Samples were quench cor-
rected using an hexadecane intemal standard and the Sample
Channels Ratio Method. The specific activity in the bottles was
determined by injecting 100 pL into ethanolamine and sub-

Can.  J .  f  i sh .  Auuor .  S t i . .  V t t l  J4  .  191 i7

sequent counting in Scintiverse. Time zero blanks were cor-
rected and rrC assimilation was calculated from alkalinity and
pH (Vollenweider 1974).

For adenylate nucleotide determinations, duplicate I 00-mL
samples were immediately filtered on 0.4-pm Nuclepore filters
and immediately extracted by placing them in 4.5 mL of di-
methyl sulfoxide (DMSO) followed by vortex mixing (40 s).
Concentrated DMSO was used because of its recognized effi-
ciency for adenylate extraction and because it is known to
inhibit enzymes that hydrolyze ATP (Jakubczak and læclerc
1980). Subsequently, 5.5 mL of a l0 mM 4-morpholine-
propanesulfonic acid buffer (MOPS. pH 7.4) was added
(Jakubczak and læclerc 1980). The extracts were measured
using a luminescence apparatus (LKB l2l9 luminometer) and
ultrapure enzymes obtained from LUMAC (St. Paul. MN).
Briefly, three reagents labelled A, B, and C are utilized for
determinations of ATP, ADP. and AMP. respectively. Reagent
A is a 25 ftti4 Hepes buffer containing l0 mM KCI at
pH : 7 .1 . Reagent B is a mixture containing lyophilized phos-
phoenolpyruvate and pyruvate kinase which is reconstituted
with 3.4 mL of reagent A. Reagent C contains the adenylate
kinase in a 3.2 M (NtLhSOl solution; prior to use' 1.7 mL of
reagent B is mixed with 40 pL of reagent C. Finally. a fourth
vial ("lumit PM") contains purified, lyophilized luciferine-
luciferase extract which is reconstituted before use with 7 mL
of "lumit" buffer. Nucleotide analysis was performed in dupli-
cate as followed. ln all cases, 50-pL aliquots of the unknown
was mixed with 50 prl- either reagent A (ATP). reagent B
(ADP), or reagent C (AMP). Replicate samples were spiked
with known amounts of nucleotide used as intemal standards.
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Tegle l. Phvsical. chemical. and microbiolosical characteristics of the efflucnt and of river surface water.

Sol ids Coliform count
(per l0O mL)

Date
( r984) Cross-section

Temp.
("c) pH

Total Suspended
( m g ' L - ' )  ( m g ' L - ' )

lP , l
( m g ' L - ' )

tHel
( m g ' L - ' ) Fecal Total

Sept. 26

Sept .27

Effluent
River (A)

A
B
c
D

A
B
C
D

A
B
c
D

r 8 . 0

14 .0
r5 .0
r 5 . 3
r6 .0

8 .8
t0 .  t
I  t . 4
l  t . 6

8 .9
t0 .  I
t0 .  I
r0 .0

9 . 1'7.2

8 . 1
8 . 8
8.4
8.4

7 .8
8 .7
8 .2
8 .0

7.9
8 .7
8.4
8 .2

502
256

255
346
508
494

na
323
293
29s

1 3 .  I
35.6

30.7
25.1
29.9
32.4

23.9
t6.3
t9.6
2t.5

t6.2
r6 .8
t4.4
t8 .9

<0.01
0.06

0 .  r 2
0.02
0.08
0.04

0.08
0.M
0.06
0.08

0.04
0.04
0.04
0.04

0.0030
<0.0001

<0.0001
0.00t0
0,0009
0.0007

<0.0001
0.00t3
0.0007
0.0007

<0.0001
0.00r2
0.0006
0.0007

<3 <3
24 000 46 000

24 000 46 000
430 930
930 930

9 300 21 000

2 300 9 300
4 300 7 500
4 300 9 300
4 600 9 300

4 300 46 000
2 300 23 000
4 300 43 000
4 300 24 000

Oct. 4

Oct. 5 2'18
3 r 5
293
291

TasLr 2. Taxonomic composition. relative abundance (%). and divenity of the phytoplanktonic
communitv.

River cross-section

Date Taxa D
Enclosure

experiment

Sep t .27 Asterionella
Cocconeis
Cyclotella
Gomphonema
Gyrosigma
Melosira
Navicula
Nitzschia

Total Bacillariophyceae
Total Chlorophyceae'
Total Cyanophyceae
H,6

3 I
I

3 t

I
48

I
8
4
l

63
33
4

.7'l

22

;
t

2

1
3"1

-
I

2
6

;
I
I
9
5
4

58
38
^

0.88

t 2
2

47
49
4

0.86

30

1
:

5
2
I

û
52
8

0.99 0

I
26
2

t 7
t 3

J

l

54
46

0.83

Oct. 4 Cocconeis
Cyclotella 28
Gyrosigma
Melosira 8
Navicula I
Nitzschia I
Stephanodiscur -

Total Bacillariophyceae 45
Total Chlorophyceae 36
Total Cyanophyceae 19
H'� t .09

42
49
9

0.92

74 46
14 39
t 2  1 5

0.94 t.03

'See text for composition.
' H' : - 2 n, log p, (Shannon - Vr'eaver diversity index) where p, is the proportion of the ith

species in thË'poputation (Pielou 1966).

Incubation at room temperature lasted 30 min for ATP and
ADP and 2 h at 30'C for AMP. Preliminary experiments
(Madariaga 1986) have shown that the percent conversion
AMP to ATP reaches a maximum after 2 h. In the case of the
ADP determination, 1007o conversion to ATP was obtained
after 30 min. The preparation for the luminometric
measurements involved fi l l ing of the dispenser tube with lumit

170

PM extract, and loading of the sample tubes in the rotary
sampler of the LKB luminometer, For ATP and ADP
measurements, l0O pL of the enzyme solution was dispensed,
while AMP determinations required 150 pL. Light emission
increased rapidly and reached a plateau after 2 s; therefore,
integrated or peak measurements yielded identical values. ECe
was calculated according to Atkinson's relationship described



previously. Using the procedure outl ine above. the detection
limit for the three nucleotides was 0.25 nM fot ATP and
0.5 nM for ADP and AMP; the coefficient of variation of the
957c confidence interval (2 x standard for deviation/mean x

100) at the 5 nM level was 5.77c (ATP). 6.9% (ADP)' and
13.87o (AMP). Analyses of variance were carried out and an a
posteriori comparison of means examined with Sheffe's test.

Results and Discussion

Physical and Chemical Characteristics

The important metal contamination of this river was dem-
onstrated by Roy ( 1982) where it was clear that the lead, chro-
mium, magnesium, copper, and mercury concentrations in the
aquatic vegetation exceeded the average level ofthose elements
in the macrophytes of the St. Lawrence River. Fedida (1982)
determined the heavy metal concentrations of the effluent at
various times over a 4d period; concentrations (milligrams per
litre) were as follows: Fe 0.l0l -0.426: Cr < 0.020-0.192; Cu
< 0.020:  Ni  < 0.010-0.014:  Pb < 0.010-0.015;  Cd < 0.010:
Zn < 0.010-0.058; Co < 0.025; Hg 0.0023-0.0064. Total
solids varied between 530 and 900 mg ' L-r, that of dissolved
solids between 28 and 85 mg ' L-', pH between 6.6 and | 1.3,
and temperature between l | .5 and 20.0'C. The toxicity of this
industriaf effluent lo Catostomus commersoni and Daphnia
magna, two indigenous species, was clearly shown by in situ
bioassays (Moulins 1983). Between the effluent outfall and the
mouth of the river in Lake Saint-Louis, the observed mortalities
varied respectively between 97.5 and 6.8o/c (C. commersoni)
and 100 and l.lVo (D. magna).

our results (Table I ) concerning the effluent are generally in
agreement with those reported in the previous paragraph and
clearly show its influence on lemperature, pH, total solids, and
total mercury observed at cross-section B. Despite effluent dis-
charges, the Saint-l,ouis River remains eutrophic, since it
drains numerous agricultural territories. The high inorganic
phosphorus concentrations as well as an excess of coliforms in
the river are indicative of this influence.

Phytoplanktonic Community Structure

The taxonomic composition of the phytoplanktonic commu-
nity reflects the eutrophic state of this river. During the three
sampling days, Bacillariophyceae made up 40-747c of the
community and Cyclotella sp. was dominant at all four cross-
sections (22-48% of the community). Various Chlorophyceae
(Sphaerocystrs sp., Tetaedon sp., Scenedesrnus sp., An-
kistrodesmus sp., Oocystis sp., Tetaspora sp.. Chrysococcus
sg., Crucigenia sp.) constituted 14-52%.of the community
(Tabfe 2). Symoens et al. (1981) observed eutrophic environ-
ments dominaæd by diatoms, where Melosira granulata and
Cyclotella stelligera were the most abundant species. During
the summer months, such diatoms as Tabellaria fenestrata, T.
flocculosa, Asterionella formosa, M elosira sp., and F ragilaria
sp. are also dominant in the Saguenay River, a water system
highly contaminated by heavy metals (Loring 1975, 1976,
Smith and l-oring l98l; Côté 1983).

The effluent discharge at cross-section B only causes a slight
modification of the community structure. For example, on Oc-
tober 4, although Cyclotella sp. remained dominant, the div-
ersity index H'(Pielou 1966) varied from a value of 1.09
bin'cell- '  at cross-section A to 0.92 bitt 'cell-r at cross-section
B. Diversity increased again at cross-section D, where
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H':  1.03 b i t t 'ce l l - r  (Table 2) .  ln  September,  d iatoms account-
ed for 587o of the community at A and 63Vc at D. whereas in
October they represented 45Vo of the community at A and 46%
at D. The most apparent modifications aPpear at C which is
located immediately downstream from a dam. lt should be
pointed out that the flow at the dam outfall is high (Moulins
1983). Cunent speed renders unlikely the appearance ofspecies
modifications induced by the discharge of the industrial efflu-
ent. since the distance between cross-sections A and D would be
traveled in either 0.5 h during high flow or 6.6 h during low
flow (Moulins 1983). Thus, in the study area, the effects of the
industrial effluent would be felt for a rather shorl period of time.
making it unlikely that new species appear or become domi-
nant. Harris (1984) has suggested that changes in algal species
occur over time scales similar to those required for phys-
iological adaptation, presumably >12-2N h. This stated time
requirement for physiological adaptation, however. is much
longer than is generally accepted for cellular responses to reduc-
tions in ATP, total adenylates (Ar), and energy charge (ECa)
values. Atkinson(!977) has put forward a time scale of <10
min for such response.

Functional Characteristic: P/B Ratios

The two sampling periods of October 4 and 5 revealed de-
creases of 7O-91% between the mean P/B ratios in cross-
section A (P/B: 0.9-0.95 and 0.23-0.48) which is not
influenced by the discharge and those ofcross-sections B (P/B
= 0.10-0.36 and 0.M-0.07) ,  C (PlB :  0 .24-0.28 and
0.03-0.04), andD (P / B : 0. 14-0.26 and 0.04-0. l3) which
are located downstream from the effluent outfall. Although P/8
ratios vary widely from day to day according to variable envi-
ronmental conditions, their response to the industrial effluent
is, however, always highly significant (Table 3). The com-
parison of means examined with Sheffe's test shows that cross-
section A was significantly different from cross-sections B. C.
and D.

Rates of photosynthesis dropped from a mean value of 2'6 pg
C'L-r 'h-r at cross-section A to mean values of 0.77' 0.83' and
0.69 pg C'L-r'h-r at cross-section B, C, and D, respectively.
with a low of 0.15 l"g C'L-' 'h-tdirectly at the mouth of the
effluent outfall. These low values are particularly significant
when the Chl c data are considered. The industrial effluent
discharge itself produced a temporary reduction in biomass
at station 38, where Chl a concentrations of 1.49 and
I .56 pg' L-r were observed on October 4 and 5, respectively.
This transitory decrease probably results from dilution by the
effluent discharge, since in comparison, Chl a values generally
remained above 3 pg ' L-r at all other stations on both sampling
dates. The relative consistency of the Chl a values shows that
the decrcases in P / B ratios are related to decreases of the photo-
synthetic rates of the phytoplanktonic community.

The sensitivity of'P/B iatios to toxic chemicals was also
noted by Côté ( I i83) who recorded decreases >757c oî the P lB
ratios of Saguenay River phytoplankton assemblages submined
in vitro to high copper concentrations (>10 pg Cu'L '). At
these copper concentrations, P/B ratios never exceeded 0. l.
whtle PjB ratios in the control never exceeded 0.4. The PIB
ratios delermined in the Saguenay River were lowest in May
(0.1) and highest in August (2.1) (Côté 1983).

This is in agreement with Plan and Jassby ( 1976) who found
a highly significant correlation o1 P / B ral ios versus temperature
(ltt : 521' cr < 0.Ol; r = 0.529). Platt et al. (1980) have also
determined lower P/B ratios of 0.98 and 0.64 for stations
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Tnale 3. Analysis of variance of P/B (production/biomass) ratio, ECn (adenylate energy

charge). and ATP/AMP ratio data collected on the Saint-Louis River on October 4 and

5, r984.

P/B ratio

Sum of Mean
Date Source df squares sguares F-stalistic Probability

Oct. 4

Oct. 5

Oct. 4

Oct. 5

Oct. 4

Oct. 5

Effluent
Residual
Total

Effluent
Residual
Total

Effluent
Residual
Total

Effluent
Residual
Total

Effluent
Residual
Total

Effluent
Residual
Total

J

8
t l

J

8
l l

J

8
t l

3
8

il

2.08
t .92
4.00

J

20
23

J

20
23

0.784 0.26r
0 . t I I  0 . 0 1 4
0.895

0.240 0.080
0.039 0.00s
0.279

EC^

0.0 t3 0.004
0.0r8 0.002
0.03 |

0.018 0.006
0.0t 8 0.002
0.036

ATP/AMP ratio

t . 84  0 .61
4.33 0.22
6 . 1 7

t 8 . l 0.00r

t6. r  0.001

2.77 0.05 _< c < 0. l0

7.19 0.001 < o < 0.005

1 . 8

2 .6

0.69
0.096

located in tbe Arctic (I: 0.5 and -0.5'C); maximum values
(15.2) are attained at much higher temperature (-19" C). The
fact that P /B ratios remain low at all three cross-sections down-
sfieam from the effluent discharge indicates that during the time
scale considered (between 0.5 and 6.6 h), the photosynthetic
activity of the phytoplanktonic communily does not become
acclimated to the toxic effluent.

The sum of the nucleotides (Ar) decreases as the microbial
community rcaches the industrial effluent discharge. Ar values
of the order of | .38- 1.62 tM and I .8 | -2.01 nM were ob-
served on October 4 and 5, respectively, in cross-section A
samples, in comparison with values of 0.84-1.36 nM and
0.80* l -71 nM at cross-section B (directly at the effluent out-
fall). At cross-sections C and D, Ar values remained lower than
those measured in the cross-section A samples of October 5,
while higher concentrations (1 .53 - 2.M nltt ) were observed on
October 4. These variations in the nucleotide pool are probably
the result of dilution by the effluent, since relatively constanl
Chl a/ Ar ratios (0.0047 -t- 0.0009) were observed al all cross-
sections on both sampling dates, indicating tbat botb biomass
indicators show proportional variation on dilution.

Functional Characteristic: ECa

Studies have sbown that activities of a number of enzymes
are related to the concentration of ATP, some to ADP or AMP
while others are dependent on the ATP/AMP or the ATP/ADP
ratios. For example, metabolic energy transduction is built
around the maintenance of the ATP/ADP ratio (Chapman and
Atkinson 1977), while it appears that a low ATP/AMP ratio

t72

stimulates glycolysis and a high ATP/AMP ratio activates
gluconeogenesis (Atkinson 1977). The cumulative effects of
the adenosine phosphates on the rate of cellular metabolism are
expressed in terms of the ECr parameter (Karl 1980).

In the present study, ECl values varied between 0.58 and
0.68 and between 0.62 and 0.64 on October 4 and 5, re-
spectively, at the three stations above the outfall (cross-section

A). These values are slightly lower than those previously sug-
gested for nonstressed microorganisms and are indicative of a
phytoplanktonic population in stationary phase (Falkowski

t977\.
At the effluent discharge, a drop in ECl values is observed.

For example, during the two sampling periods' decreases aver-

aged 12 and l6?c at cross-section B. The most noticeable

decrease (29Vo\ occune.d at the station closest to the effluent

outfall (station 3 B) where EC1 values of 0.48 and 0.44 were

measured on October 4 and 5' respectively. Further down-

stream (cross-sections C and D) the ECn values remained lower

than those observed at cross-section A: they were generally

lO-157o lower. Although these results are in agreement with-

the suggestion that lowel ECl values indicate the presence,of

stressed microorganisms (De Souza-Lima and Romano 1983)'

the differences in ECe values observed between upstream
(cross-section A) and downstream stations (cross-sections B'

C, and D) are not significant (Table 3)- However. since an ECo

of approximately 0.5 has been suggested to be the value critical

to tÉé maintenace of viability (Falkowski 1977). the reductions

observed at the cross-sections downstream from the industrial

effluent discharge apPear signilicant from a physiological

standpoint. ECn values such as 0.44 and 0-48 (station 3B)'
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TeeLe 4. varialion of the ATp/ADp and ATp/AÀ4p rarios of the microbial communrty

before (cross-section A) ""i;iliËi"t: '::.^,."i:.:"t":, t) the effluent discharge for the
r'€rurç irrvrJ 

:r' Asterisks indicate outliers
sampling Period of &toh

Cross-sectton

ATP/ADP I

2

3

Mean + SD

ATP/AMP I

2

3

Mean I SD

3 . 1 1
3 . 7 1
1 .96
2 .33
4.03
4.52

3 .38  t  l . 0 l

1 .66
2.37
1 .80
2.30
| . 7 4
1 .70

1.93 + 0.32

5 .39

2 . 8 1

3 . 3 1
4.M

3 . 8 9  +  l . 1 2

1 . 3 6
r . 35
1.66
l . z 1
0.65
0.83

t .19  +  0 .37

3.65
5 . l  l
3 . l 6
4 . 2 1
4.48
5.10

4.32 r  0.83

t . 2 5
1.40
1 . 3 3
l . 1 4
1 .20
r . l 8

1 .25  r  0 .10

4.-15
3.84
8.22.

6.05-1.27

6 .03  È  1 .78

0.99
l . 1 2
l  . 3 l
1 . 3 5
1 . 3 3
2.05

1.36 :  0 .37

0.51 (station lD)' 0'52 (stations 2C and 3C' station lD)' and

0.53 (station Zpl suggest-ttrli ttre viability. of the microbial

community is enoangeiJ' ï;*;;o' as pointed out bv Karl

i î,i *o r, æ ;": l*q*l;#m5:l' ï,if *.''iiïi';
since the communlty n'l

cell populations' The i"itiuii"à"ttion in the,ECo reveals either

" nréatè, inrraceltular e"itg' à.t*O not fully compensated or'

;tiffi;ô:ïi"pio "r'îiÉ' i" tt'' ade1yl15-ratios bv direct

blockage of ATP yietd'i'ng"pathw1Vs. su^1! as electron-transfer

piîjirt"t+;"on ui.,a/ot Ëlvcolvsii i1 th1,1lcrobial commu-

nitv. Since in mosr u,gu.iÉo,ophosphorylarion is the primary
'iiP-;i;ffi'pïit'*ùiÀlven ànd Beardall lesl)' it apPears

more likelv thar rhe ,"tiiiifî'"îpn"tosynthesis rather than of

Ïil::,ty,i'i,'t"tpt"iiurt for the reduction in ECn'

A drop in ECl '""niiJ f;;; ih" accumulation of AMP when

there is a sudden iJ;;;;; "n"tgy demand on the adenine

nucleotide p"tr tcn"piiî unaîtrtititon- r-eJl: f itzrlt"-t ::'1:
1983; Heath 1984) W;e; the ATP *lMl + Pi - P1 reactton

is favored over rhe AiË;;ôt + P,. direct pyrophosphate

cleavage is accompani"d by g""ttr energy liberation' This

tvoe of reaction lt "n"ount"ità in ttre enzymatic activation of

i"fi;td;i" tr't rttt ti t"t'" CoA' They are an important

eroup of activated i";;;;;s in qe biosvnthesis of lipids

ànd iome amino aciaii;;l;i;gtt 1977)' lt is conceivable that

the cell could denve itttîttËv tteuirg{1o resoond to stressful

conditions uy un unuroioî'liittti' '41p-- ÀuP + P' - P')'

This will lead to u àllt"utt in the ATP/AMP ratio' The re-

moval of tt" uttu*luô;ùi.*""t9^Ilo to restore high

energy charge nurut']iînitw of the t"u::i:: 2ADP r= ATP +

lira F' .u,ut ir"d- bv. -;;'i hl" k iiïl-:, l^':, "fJïiï 
ii$ i::

t"touut of Âptp will cause the converston ot

thus tend to increase"tlie"ïipiÀnp ratio and the Ecn' Re-

moval of nt"tp *outà Ë "n"iiJuy its cl-îace to adenine'and

ribose 5-phorpnu"'*âuivitJ uv' adenosine monophosphate

nucleosidase' The rate of this enzyme^reaction is known to

increase sharply "t'th; Ëb;;;*u"' from its normal value'

Alternatively, AMPcan be'lost by excretion into the growth

medium (Chapman and Atkinson 1977)'

On October t p*""i^tfy' '  ou' " 'ultt at cross-section B
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show a significant reduction in the ATP/AMP ratio which is

concurrent with the "nt"*"a drop in ECe (Tables 3 and 4)'

Although the ATP/AMP ratio incrèases-at cross-sections C and

D, it is not restored à'"tigi""f levels over,the time scale

studied. Scheffe's *i"tf'tft that the ATP/AMP ratios at

cross-section a "'" "gnii'Junily ttigtttt thT 
Îl 

cross-sections

B, C, and D. Downstreut ftorn thJeffluent discharge (cross-

sections C and D) un 'ntt"uo in the ECA is noted and' as can

be expected' it is uc"oîi""ità uv 1t$:3 
increase in the

ATP/ADP ratio at cross-section D (Table 4)'

Enclosure ExPeriment

The enclosure experiment was carried out using the phy-

toplanktonic "o*-uniii totlttt"a ": 
:^1::::::iion 

A' lts com-

nosition is very "*"u''to the one encountered during the river

eradient experiment dÀrt zl' ln the control enclosure' except

ior the first hours "f tttË "-p"tltent' Chl a remained relatively

constant and after 22';;; i ;;e a ualue-oj^9-"n'L-' '  on the

other hand. total aaenyiates (Ar)' comprisineïicrobial and

ohvtoplankroni. uiotT'J'"i"it"I*i rtàm. 'z'?r 
rc 4'45 nl+4

aurini the 22 h "f t#T-b"titt"t' frtt Chla/Ar ratio varied

from I '81 at time 0' i;ttil'ô iitet zz h' possiblv indicating

a greater increase in'Ëutittiuïuiotu"' The influence of the

industrial effluent o" ôtti' a1d. Ar is ary111nt at all concen-

trations used' At the end of the experiment' inhibitions of

78-Bg% ana Og-fià''ïttt-oUtt*ed for Chl a and Ar

resPectivelY'''iiài"rïi,nesis 
is grealll reduced at 

.all 
effluent concen-

trations used- At trre eià of ihe experimell' c^arbon assimilation

by the phvtoprunxton'it tiï;;iii;t in l0' 25' and 507c efflu-

ent was l't, 4' ana#"' ;;ttecti:"]t' "f-t!: control' The P/B

ratios of tt e tont'ot 
-"ntl;;;;t' 

whiéh varied between 3'01 and

2.O7 inthe first A h-of the experiment'.are, much higher than

those measureo " tâtîil; Â of th^e' Saint-Louis River'

This is possible Out"-io- tt't absence of turbulence in the

enclosure- As was ;;;;t; i" the river cross-section (B) re-

ceiving the effluent àir.r'u'g"' there.is 1 
triqtrt'v tici]li:T

reduction in tnt pùotoîntnitit efficiency of the mtcrootat

communitv t" tn" Ëiàii"i-'t'âtJ "ntrosures (Table 5)' For
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TeaLe 5. Analysis of variance on P/B ratios, EC^, and ATP/AMP and ATP/ADP ratios of

the enclosure experiment.

Sum of Mean
df squares square F-statistic ProbabilityParameter Source

P/B ratio

ECn

ATP/AMP
râlro

ATP/ADP
ratio

Effluent
Residual
Total

Effluent
Residual
Total

Effluent
Residual
Total

Effluent
Residual
Total

28.06
5 .32

33.38

t .40
0 .21
l . 6 l

r6 .5 r
r .83

18.34

r75.  t5
6.67

24t .82

9 .3s
0.27

o.4'7
0.008

5 . 5
0.07

58 .38
2 .38

34.63

58.75

78.5'l

24.53

0.00r

0.001

0.00t

0.00r

J

20
23

J

28
3 t

28
3 l

3
28
3 l

Tnslr 6. Temporal variations of EC" and ATP/ADP and ATP/AMP
ratios of the microbial community in control and eflluent-treated en-
closures. Values are replicated.

0.01 in 257o effluenl, and from 0.Mto <0.01 in 507c effluent

compared with variations from 1.48 to 2'11 in the control

(Table 6).' 
A one-way ANOVA carried out on the adenylate 1r]i9 q"-tl

revealed thai the differences observed in EC6 and ATP/AMP

and ATP/ADP ratios between the control and effluent-treated

enclosures are highly significant (Table 5)'

From those reJulti, it-is obvious that the industrial effluent

is toxic for the microbiat community of the Saint-Louis River'

The toxicity is reflected by the observed reductions of both

structural (Chl a and Ar) and functional (photosynthesis, ECa'

and ATP/AMP ratio) characteristics of the community' In this

light, the decreases in photosynthetic efficiency, EC6, and

aîp/nUp ratios observed in transects B, C, and D of the

Saint-Louis River can be attributed to the discharge of effluent

at cross-section B. Over the time scale studid (0'5- 6'6 h in the

river gradient experiment; 22hin the enclosure experiment),

accliriation to tùe effluent is not observed suggesting irre-

versible effects. Enclosure experiments allowed us to conclude

that the microbial community was predominantly effected by

the effluent rather than by the lotic physical gradient'
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