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SOMMAIRE ET CONCLUSIONS

L'objectif de ce travail &tait de préciser les effets du Cd sur
diverses sondes physiologiques afin de discuter de son effet sur certaines
fonctions; on a pu préciser egalement dans quelle mesure ces sondes, a
savoir la charge énergétique, la fluorescence, 1'ATP et 1'assimilation de
carbone, peuvent €tre utilisées comme paramétre de routine en toxicologie

sur des populations de la chlorophycée Selenastrum capricornutum.

Nos travaux ont permis de mettre au point une méthodologie analy-
tique originale capable d'extraire et de doser les nucléotides adénylates
ATP, ADP et AMP pour calculer la charge énergétique cellulaire. L'emploi
routinier de ce paramétre ne peut cependant étre recommandé, vu les manipu-
lations trop complexes qui s'y rattachent. Par ailleurs, 1'utilisation de
la fluorescence et en particulier du rapport AF/FDCMU a permis de mettre en
évidence la sensibilité des algues aux fortes concentrations de Cd aprés 1
et 5 h d'exposition. 11 apparait également que la densité cellulaire n'a
pas d'influence sur 1'expression de la toxicité du Cd a 1000 et
100 pg Cd.L-1. De plus, i1 semblerait que 1'activité du photosystéme II

(PSII) et non celle du photosystéme I (PSI) soit davantage affectée.

Les expériences réalisées pour préciser les effets sur le pool en

ATP cellulaire suggérent une 1égére augmentation de ce pool, la teneur en Cd

iii




de 300 ug.L-! semblant en effet induire un stress environnemental suffisam-

ment fort pour provoquer 1'augmentation du pool.

Enfin, 1'assimilation de carbone s'est révélée le paramétre le
plus sensible pour détecter les effets d'inhibition du Cd a 300 ug.L-!l.
Aprés 5 h d'exposition, une diminution de 44% du processus photosynthétique

est observé alors qu'aprés 24 h cette diminution est de 64%.
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Chapitre 1

Introduction générale




La détérioration accrue du milieu aquatique conséquente au déver-
sement incontrolé et continu de diverses substances altéragenes pose, de nos
jours, un grave probléme de contamination environnementale auquel doivent
faire face les sociéetés industrielles. Pour pouvoir assurer la protection
de 1a ressource aquatique, les gestionnaires de 1'environnement, et en par-
ticulier ceux spécialisés dans le domaine de 1a toxicologie aquatique, ont
besoin d'outils efficaces leur permettant de diagnostiquer 1'ampleur de
1'agression toxique sur ce systéme suite 3 1'apport de substances allochto-

nes.

Les &tudes des composantes physiques et chimiques de 1'eau apreés
un déversement de substances altérageénes fournissent une bonne partie des
renseignements nécessaires pour connaitre les phéenoménes toxicologiques.
Cependant, i1 est majoritairement accepté en ce moment que 1'agression toxi-
que sur la biota du milieu n'est pas suffisamment précisée par ce genre
d'études compte tenu du fait que la biodisponibilite des substances n'est
pas prise en compte. Pour cette raison, les tests biologiques sont apparus
indispensables et jouent un r0le fondamental dans la caractérisation des

sources polluantes du milieu aquatique (Maciorowski et al., 1981, 1982).

I1 existe une grande varieté de bioessais utilisant des poissons,
invertébrées, phytoplancton, bactéries (Maciorowski et al., 1983). Ceux qui
emploient des organismes phytoplanctoniques se sont avérés particulierement
utiles a 1'intérieur de programmes de surveillance de la qualité de rejet

industriel (Joubert 1980; Blaise et Couture 1984). Ceci s'explique si 1'on




tient compte de 1'importance exceptionnelle du phytoplancton dans 1'organi-
sation de 1'écosysteme aquatique, car, en tant que producteurs primaires,
ces microorganismes constituent le premier maillon de 1a chaine trophique.
De plus, les bioessais avec algues sont simples, rapides et relativement peu
couteux, contrairement @ ceux qui utilisent des invertébrés et/ou des pois-

sons.

Lors de la planification d'un test de toxicite avec algues, deux

aspects doivent étre considérés:

1- le genre de test, c'est-a-dire sa realisation en laboratoire ou
dans le milieu naturel;
2- les paramétres pour mesurer la réeponse au toxique du phytoplanc-

ton.

La plupart des efforts de recherche en toxicologie aquatique ont
été concentrées sur le développement de bioessais au laboratoire. Ainsi, par
exemple, beaucoup d'études ont été realisées sur les effets toxiques des
métaux traces sur des cultures monospécifiques (Rai et al., 198l). Cette
approche permet d'évaluer la toxicité relative (par rapport @ 1'espéce uti-
lisée) et d'approfondir la connaissance de phenoménes aussi importants que
1a biodisponibilite des métaux ou leurs effets synergiques ou antagonistes.
Par contre, son inconvénient majeur est que les résultats obtenus au labora-

toire peuvent étre difficilement transposables au milieu et considerés comme

la réponse au toxique de la commnauté indigene, etant donné les grandes




differences qui séparent un systeme de 1'autre (conditions environnementales
controlées / non contrdlée; cultures monospécifiques / multiplicite d'espe-
ces, etc.) (Harris, 1980, Cairns, 1980). I1 semble donc exister un besoin
de developper d'autres méthodes permettant des @tudes directement sur le
biota du milieu, pour mieux caractéeriser la capacité polluante d'une subs-

tance.

Par ailleurs, la signification des valeurs est aussi reliée aux
paramétres dont on dispose pour évaluer 1'action toxique sur le phytoplanc-
ton. Habituellement, dans les bioessa%s de laboratoire, on se sert du comp-
tage cellulaire effectue a divers intervalles de temps. Les résultats sont
corparés avec la croissance qui a lieu dans une culture contrdole (non expo-
sée au toxique). Cette fagon de procéder, qui permet de determiner les
variations produites sur le taux de division cellulaire (u) comme conséquen-
ce de 1'action toxique, est difficilement applicable au milieu naturel,
étant donné que les méthodes développees au laboratoire pour déterminer la
biomasse (poids frais/sec, carbone cellulaire, proteines totales, microsco-
pie directe, etc.) sont normalement peu satisfaisantes lorsqu'appliquées sur

le milieu (Karl, 1980).

En conséquence, la recherche de paramétres biochimiques capables
de caractériser rapidement la toxicité reelle d'une substance déeverseée
s'avere essentielle (Karl, 1980, Rainer et al., 1979). C'est dans cette

perspective que le présent travail a été réalisé.




Dans cette etude, 1'accent est mis uniquement sur 1'approche au
laboratoire, en utilisant des cultures en vrac de 1'algue test Selenastrum

capricornutum et le cadmium (Cd) comme substance toxique de référence.

Les raisons qui ont favorisé 1leur emploi sont, d'une part, que S.

capricornutum est 1'espéce la plus utilisée dans les bioessais avec algues,

comme en témoigne la revue bibliographique publiée par Leischman et al.
(1979), et que, d'autre part, le Cd peut étre une source importante de con-
tamination de 1'environnement (air, eau), particuliérement dans les régions

industrielles (McLean et Willianson, .1977). I1 est aussi bien connu que

1'accroissement de biomasse de S. capricornutum, mesuré sur quelques jours

(5-7), est fortement inhibé par ce métal (Bartlett et al., 1974, Chiaudani
et Vighi, 1978).

Les objectifs du travail étaient les suivants:

- une étude d'un paramétre biochimique, soit la charge énergétique
en nucleotides adenylates (CEA) en tant que sonde physiologique
cellulaire susceptible de refleter 1a toxicite du Cd sur les cul-
tures d'algues;

- en méme temps, étant donne que la CE, est un paramétre d'utilisa-
tion récente en toxicologie aquatique (Chapitre II) et que sa
détermination au laboratoire exige des manipulations complexes,
on a voulu comparer sa sensibilite de reponse a 1'action toxique
avec celle d'autres sondes physiologiques demandant des manipula-

tions plus simples. On en a choisi trois, deux d'entre elles




étant déja bien connues en toxicologie aquatique, 1'ATP cellulaire

et 1'assimilation de carbone. La troisieme, la fluoresence "in
vivo" et 1a fluorescence induite par 1e DCMU, a été tres récemment
appliquee en toxicologie et pour cela il nous a paru intéressant

d'en discuter ici.

Dans toutes les expériences realisees, le temps d'exposition des

algues au toxique était tres court (maximum 1 jour), avec un suivi des para-

métres & des intervalles de temps rapproches (minutes, heures). Pour cette

raison, afin d'assurer un effet nuisible sur le phytoplancton, les doses du
toxique utilisées sont plus fortes (10, 100, 300, 1000 pg.L-1!) que celles

employées habituellement (Chiaudani et Vighi, 1978).




Chapitre I1

Signification des sondes physiologiques:

Ct

A° fluorescence, ATP cellulaire, carbone assimile




2.1 Objectif

Ce chapitre se propose de fournir aux lecteurs une comprehension
plus approfondie de quatre sondes physiologiques employées dans 1'expérimen-
tation de ce travail, en faisant un bref commentaire sur les deux points

suivants:

- leur signification au niveau de la physiologie cellulaire en dis-
cutant des raisons qui ont mené 3 les considérer comme indicateurs possibles

d'une situation de stress physiologique;

- leur application dans le domaine de la toxicologie en précisant

les avantages et désavantages de leur utilisation dans les bioessais avec

algues.




2 La charge énergétique en nucléotides adénylates

Les nucléotides adénylates font partie d'une série de molécules
nommées nucléosides et nucleotides qui sont essentielles pour la viabilite

et la croissance d'un organisme.

Le role central des nucléotides adenylates (ATP: Adéenosine tri-
phosphate; ADP: adenosine diphosphate; AMP: adénosine monophosphate) a 1'in-
térieur du métabolisme cellulaire est celui de transporteur intermédiaire de
1'énergie chimique entre les deux compartiments fonctionnels, le catabolisme
et 1'anabolisme. Ces nucléotides se constituent ainsi les agents de coupla-
ge stoechiométriques universels de toutes 1les séquences métaboliques

(Atkinson, 1971).

Atkinson (1971), en se basant sur 1'interrelation de ces trois
molécules (2 ADP + 2 Py 2 2 ATP + H,0; AMP + ATP > 2 ADP), &élabora un patron
de 1'état physiologique cellulaire, designe sous le terme de "charge éner-

gétique en nucléotides adénylates” (CEA), exprimé par la formule:

[ATP ] + % [ADP]

“a” [ATP] + [ADP] + [AMP]

oli: [ ]: concentrations molaires




-10-

Cette variable représente 1'équivalent d'une mesure linéaire de la
quantité totale d'énergie chimique potentielle, momentanement contenue dans
le "pool" des trois nucléotides (Karl, 1980). Théoriquement, le systéme
serait complétement "chargé" lorsque les trois molécules seraient sous la
forme d'ATP (CEA = 1) et complétement "déchargée" lorsqu'elles se trouve-

raient sous la forme d'AMP (CE, = 0).

A

Les premiéres €tudes in vitro montraient une certaine hétérogenéi-
té dans 1a réponse de 1'activité de plusieurs enzymes face a 1a presence des
adénylates. Celle-ci pouvait étre affectée par les concentrations indivi-
duelles de 1'ATP, ADP ou AMP, ou encore, dans la plupart des cas apparem
ment, par le rapport des concentrations ATP/ADP ou ATP/AMP (Atkinson, 1969).
Ceci appuya 1'idee d'Atkinson selon laquelle 1'activité des enzymes de régu-
lation serait reliée a un seul paramétre représentatif de 1'état énergetique
de 1a cellule, la CE,, Tequel devrait étre garde pratiquement constant afin
de maintenir 1'homéostase cellulaire (Atkinson et al., 1975; Atkinson,

1977).

La litterature publigée avant 1971 (Chapman et al., 1971) montre
que la CEA se situe entre les valeurs de 0,8 et 0,9. Des travaux plus
réecents, utilisant une méthodologie plus avancée, montrent des valeurs de
0,9. Cette constance dans le rapport des nucléotides adenylates indique que
le controle in vivo doit étre exercé par le rapport entre les trois compo-
santes du "pool”, et non par la concentration totale des trois molécules.
Des réponses confirmant ceci ont été observees in vitro (Atkinson, 1969;

Shen et al., 1968, Atkinson, 1977).
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L'emploi paramétrique de la CEA

que cellulaire a été utilisé dans plusieurs études comme outil pour caracte-

pour quantifier 1'état physiologi-

riser une situation de stress environnemental sur divers organismes: limi-
tation de substances nutritives (Chapman et al., 1971), température
(Falkowski, 1977) et salinité (Ivanovici, 1980). Bien que théoriquement 1a
gamme de variation de la CEA se situe entre 0 et 1, les données empiriques
obtenues a partir de cultures montrent des valeurs de CEAsupérieures ao,7
lorsque Tes cellules sont en phase exponentielle de croissance dans un envi-
ronnement qui leur est favorable, entre 0,5 et 0,7 lorsque, comme résul tats
d'une situation de stress, les cellufes sont uniquement viables et, fina-
lement, des valeurs inferieures a 0,5 indiquent des conseéquences physiologi-

ques irréversibles.

Plus récemment, la CEA a été determinee non seulement sur des
cultures monospecifiques mais aussi sur des communautés phytoplanctoniques
du milieu naturel (Witzel, 1979; Riemann and Wium-Andersen, 1982). 1I1 est
important de souligner que, dans ce contexte, les determinations de CEA
réalisées conduisent a des interprétations difficiles, car la valeur calcu-

1ée est la moyenne de plusieurs CE, correspondant d une grande diversité

A
d'organismes qui peuvent présenter des différences dans leur état physiolo-
gique (Karl, 1980; Riemann and Wium-Andersen, 1982). Par ailleurs, dans le

domaine de la toxicologie des métaux lourds, la CE, a €té rarement utilisée.

Citons, cependant, Riemann et Wium-Andersen (1982) qui ont étudie

1'effet du Hg et du Cu sur la CE,de cultures monospecifiques d'algues en

A
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phase exponentielle de croissance, ainsi que sur du phytoplancton naturel
aprés 4 h d'exposition aux toxiques. Dans les deux cas, la CE, du phyto-
plancton (cultures au laboratoire et commnauté naturelle) subit des change-
ments suffisamment importants pour permettre de prédire rapidement les
effets toxiques des substances testées. Fitzwater et al. (1983) ont aussi
réalisé une expérience similaire, afin de voir 1'effet sur la CE, d'une
population phytoplanctonique marine lorsqu'elle est exposee a 1'action d'une
forte dose de Cu pendant 6 h. Leurs résultats ont &té compares avec les
changements produits sur 1'assimilation du l4 et 1a somme totale des adeny-
lates (AT): tandis que la CEA est maintenue pratiquement constante, 1'assi-
milation du 1“C et les AT diminuent fortement. Ces observations ont mené
les auteurs aux conclusions suivantes: les cellules phytoplanctoniques
peuvent maintenir constante la CEA meéme lorsqu'elles supportent une forte
situation de stress (comme le montre 1'inhibition de 1%C et AT) et ceci
jusqu'au moment ou la dose toxique devienne 1étale ou que le temps d'exposi-
tion soit suffisamment long. Pour ces raisons, la CEA doit étre utilisee
avec d'autres indicateurs de la "santé" métabolique. Finalement, ils propo-
sent la reéalisation d'études de plus longue durée pour determiner jusqu'a
quel point la CEA peut étre maintenue constante lorsque les activites photo-

synthétiques sont gravement affectées.

Probablement que le grand avantage de 1'utilisation de la CEA
comme paramétre toxicologique réside dans la possibilité de pouvoir distin-
guer entre des effets toxiques 1étaux et subletaux, ainsi que pour permettre

une caracterisation rapide de 1a toxicite. Cependant, 1a méthodologie pour
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la détermination des concentrations des trois nucléotides demeure assez
compliquée et couteuse, ce qui présente un grand désavantage lors de son ap-
plication routiniére pour les bioessais. Il est important de souligner que
d'autres études dans ce domaine sont nécessaires avant de pouvoir bien éta-
blir 1'utilité de la CE, comme paramétre toxicologique.

2.3 Fluorescence "in vivo" et fluorescence induite par le DCMU

Lorsque 1a lumiére est absorbée par une cellule phytoplanctonique,
les processus de fluorescence et de photosynthése decoulent de 1'énergie
d'excitation disponible et apparaissent complémentaires: lorsque le rende-
ment photochimique diminue, i1 augmente la production de fluorescence.
Cependant, le rendement photochimique varie selon les espéces considerées,
et a 1'intérieur d'une méme espéce selon les conditions environnementales du
moment (disponibilité de 1'azote, lumiére, etc.). Pour ces raisons, les
déterminations de la fluorescence in vivo, souvent utilisees dans le milieu
naturel comme mesure de la chlorophylle phytoplanctonique, sont assujetties
a une variabilité qui rend la méthode in vivo peu utile, car elle demande
plusieurs et frequentes calibrations pour une bonne interpretation des

données.

Slovacek et Hannan (1978) ont demontré que 1'addition de 1'herbi-
cide 3 (3,4 dichlorophényl) 1,1 diméthylurea (DCMJU) normalise les mesures de

fluorescence in vivo (de fagon analogue lorsque la fluorescence est deter-

minée sur les pigments prealablement extraits), 1e DCMU &tant un inhibiteur
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de 1a chaine de transport d'électrons entre le photosysteme II (PSII) et le
photosysteme I (PSI). Le DCMU induit ainsi une émission de fluorescence
maximale par unité de chlorophylle, puisque 1'énergie qui normalement aurait
été utilisée dans le processus photochimique est bloquée et dissipée sous
forme de lumiére (fluorescence). Les auteurs concluent que les mesures de
fluorescence apres ajout de DCMU seraient donc un meilleur outil pour des
déterminations plus fiables des concentrations de chlorophylle-a ou de bio-

masse.

En méme temps, €tant donné que 1'énergie émise sous forme de fluo-
rescence in vivo n'est plus disponible pour la photosynthése, sous des
conditions contrdlées, elle peut étre une mesure de 1'inefficacite photosyn-

thétique d'une cellule (Vincent, 1981).

Quelques auteurs ont ainsi essayé d'établir des correlations entre
la fluorescence induite par le DCMU et la capacite photosynthétique des
algues. Samuelsson et Oquist (1977) montrent que pour quatre especes d'al-
gues vertes unicellulaires, i1 existe une bonne correlation entre 1a photo-
synthése (mesurée avec la technique du 1“C-C0,) et 1'augmentation de 1la
fluorescence induite par le DCMU (FDCNU/F)‘ A des bas taux de photosyntheé-
se, 1'incréement de 1a fluorescence induite par le DCMU est plus petit que
lorsque les taux de photosynthése sont plus éleves. Roy et Legendre (1979)
proposent que pour une méme intensite lumineuse, FDCMU/F peut étre utilise
comme un bon indicateur du stress nutritionnel, car il présente un patron de

comportement similaire a celui du taux de photosynthése specifique P/B

(mg C.L-l.chlo a-!) et il est plus facile & mesurer.
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Ce parallelisme dans le comportement de 1'indice FDCMM/F avec la
photosynthése cellulaire a mené récemment & 1'idée d'utiliser 1a fluorescen-
ce comme indice toxicologique. De plus, les travaux realisés sur quelques
métaux (Cd, Cu, Pb) comme possibles inhibiteurs du processus photosynthéti-
que cellulaire ont appuyé son application dans ce champ de la toxicologie

(Homer et al., 1980; Couture et al., 1981).

Un des avantages de 1'emploi de ces paramétres (F, FDCMU) dans les
bioessais de toxicité avec algues est la simplicité des manipulations a
réaliser au laboratoire, 1a méthode @tant trés rapide. Ceci favorise la

caracteérisation de la toxicité d'une substance dans de courts intervalles de
temps. De plus, cette technique minimise les risques d'alteration de la
forme chimique du toxique. I1 est bien connu que la croissance modifie le
pH du milieu et en conséquence peut affecter la speciation des toxiques
inorganiques; les produits extracellulaires peuvent aussi modifier la spe-
ciation par complexation avec les substances inorganiques et les rendre

ainsi moins biodisponibles.

La procedure est cependant d'application récente et d'autres étu-
des sont nécessaires avant de pouvoir 1'adapter comme méthode standard dans

les bioessais avec algues, ainsi que 1'ont proposé Wong et Couture (1986).




2.4

considéré

-16-

L'ATP cellulaire

Compte tenu de ses caractéristiques biochimiques, 1'ATP a été

comme un paramétre indicateur de la biomasse phytoplanctonique:

c'est une molécule universelle dans tous les organismes, et elle
est associée a la matiere vivante car elle préesente un temps de
survie trés court aprés la mort cellulaire;

dans des conditions normales, les niveaux d'ATP cellulaire sont
relativement constants dans'p1usieurs cellules et tissus, ce qui
indique un mécanisme cellulaire trés efficace et sensible pour le
contrdle de 1a concentration d'ATP (Atkinson, 1971, 1977);

les concentrations d'ATP semblent étre proportionnelles 3 d'autres
mesures traditionnelles de biomasse comme le poids sec ou le car-
bone organique (Holm-Hansen, 1970);

la procédure du dosage est sensible, relativement simple et tres

spécifique.

De plus, étant un constituant trés dynamique a 1'intérieur de la

cellule (Chapman et Atkinson, 1977), et par son role dans le métabolisme

(Atkinson, 1971), 1'ATP a éte étudie comme un possible indicateur sensible

et rapide des répercussions nuisibles causees sur 1'organisme par des chan-

gements dans les conditions environnementales. Ainsi, Holm-Hansen (1970)

signale des diminutions d'ATP de 20 a 50% par rapport au contrdole lorsque

les algues ont été cultivees dans un milieu limitant en azote ou en phospho-
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re. Par ailleurs, Pridmore et Hewitt (1983) montrent que 1'addition de ni-
trate ou d'ammonium aux cultures déficientes en azote fait augmenter signi-
ficativement le niveau d'ATP cellulaire. Brezonik et al. (1975) signalent
aussi des augmentations de 1'ATP aprés un ajout de phosphate aux algues
cultivees dans un milieu limitant en cet &lément. En ce qui concerne la
toxicologie, Brezonik et al. (1975) et Kennicutt (1980) montrent des varia-
tions rapides de 1'ATP cellulaire, lorsque les algues sont exposées a une
substance toxique, comme le Hg. Kennicutt (1980) propose son utilisation
routiniére dans les bioessais pour caractériser 1'impact des polluants dans

1'environnement aquatique.

2.5 Activité photosynthétique: carbone assimilé

La photosynthése est un processus métabolique qui comprend deux

étapes bien distinctes:

- la phase lumineuse, qui repréesente le captage de 1'énergie lumi-
neuse par les pigments qui absorbent 1a lumiére, et sa transforma-
tion en énergie chimique et pouvoir réducteur (ATP et NADPH);

- la phase obscure, durant laquelle les produits riches en énergie
formés pendant 1a premiére étape (ATP et NADPH) sont utilisés pour
réduire des molécules de CO, en glucose et d'autres hexoses par la
voie métabolique du cycle de Calvin. Cette phase de la photosyn-

thése ne demande pas la présence de lumiére.
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Le taux d'assimilation (réduction) du CO, durant cette phase obs-
cure peut &tre évalué par la méthode du carbone radioactif “C-CO2, intro-
duite pour la premiére fois par Steemann-Nielsen en 1952. La méthode se
révéla d'une importance exceptionnelle dans 1e domaine de 1'écologie aquati-
que car elle ouvrait les portes aux études de productivité primaire des
écosystemes d'eau marine (Strikland et Parsons, 1968) et d'eau douce
(Saunders et al., 1962). Elle a regu pour cette raison, une attention spé-
ciale de 1a part des chercheurs dans ce domaine, et beaucoup de travaux ont
été reéalisés dans le but de résoudre les nombreux problemes inhérents a@ la

méthode (Peterson, 1980; Colijn et al., 1983).

Dans 1e domaine de la toxicologie aquatique, elle a été aussi em-
ployée comme technique servant a évaluer les effets inhibiteurs causés par
une substance toxique sur 1'activité photosynthetique des algues. Elle
apparait comme un indicateur sensible @ la toxicite (Blinn et al., 1977;
Couture et al., 1981; Fitzwater et al., 1983). Les manipulations au

laboratoire sont relativement simples.




Chapitre II1

Développement méthodologique pour la détermination de la CE,




Objectif

Parmi les objectifs de ce travail, definis dans le chapitre I qui
sert d'introduction générale, figure une étude de 1la CEA en tant que varia-
ble toxicologique appliquée sur une culture d'algue. Pour arriver a reali-
ser une telle &tude, i1 est indispensable de pouvoir compter sur une proce-

dure méthodologique suffisamment au point pour permettre des determinations

fiables de CEA. Dans le cas présent, lors de 1'application de 1a méthodolo-

gie décrite dans la littérature (voir sections suivantes), le dosage des
nucl@otides adénylates, et en particulier celui de 1'AMP, s'est avéré un
probléme de premier ordre dont 1a solution a demande un effort expérimental

considérable.

Ce chapitre présente, premiérement, un apergu général de 1a métho-
dologie @ suivre pour la déetermination de 1a CEA, avec quelques considera-
tions extraites de la littérature, deuxiémement, une description des métho-
des mises au point et, finalement, les expériences les plus representatives

réalisées pour préciser:

Te choix de la méthode d'extraction des nucléotides;
la mise en évidence des problemes pour doser 1'AMP ainsi que les

essais réalisés jusqu'a sa résolution.
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3.2 Matériel et méthode

La détermination des valeurs de CEA sur des cultures d'algues au

laboratoire comprend trois étapes successives.

3.2.1  Préparation des cul tures

Les cultures d'algues se développent sous des conditions environ-
nementales controlées: température, Tumiére, pH. Pour se rapprocher des
conditions d'acidité des eaux des lacs du Bouclier canadien, dans le but
d'une possible application de 1a CEA au milieu naturel, le pH des cultures

est maintenu aux alentours de 6-6,3 par ajout automatique de CO,.

3.2.2 Extraction des nucléotides

La procédure pour extraire les nucléotides doit assurer:

~ une mort et lyse cellulaire rapide;

- une extraction compléte;

- la déactivation totale et irréversible des enzymes;

- la stabilité a long terme des extraits, c'est-a-dire aucune hydro-

lyse chimique ou enzymatique.




=29

La litterature présente de nombreuses méthodes d'extraction, dont
Karl (1980) fait une revue exhaustive. Bien que quelques-unes de ces métho-
des soient utilisees plus souvent que d'autres, le fait qu'elles soient
appliquées sur des matériaux et organismes tres divers (sols, séediments,
eaux, algues, bactéries, champignons...) avec des rendements d'extraction
qui ne sont toujours pas bien definis, en rend le choix "a priori" d'une

d'entre elles trés difficile. Trois méthodes d'extraction ont été étudiées:

- 1'extraction avec le tampon 'TRIS-EDTA' (tris(hydroxyméthyl)
aminométhane-éthy]énediaminefetraacétate) a 100°c;

- 1'extraction avec le PCA (acide perchlorique) a 0°C;

- 1'extraction avec le solvant organique DMSO (diméthylsulfoxide) a

température ambiante.

Les deux premiéres sont treés souvent utilisées avec les algues.
La troisieme, dont 1'emploi est moins frequent, est toutefois tres facile et
rapide d'application. De plus, elle assure une grande stabilite des
extraits (Jacubczak et Leclerc, 1980), car le DMSO inhibe tres efficacement

les enzymes responsables de 1'hydrolyse de 1'ATP (ATP-ases).

I1 est de pratique courante, surtout lorsqu'il s'agit d'échantil-
lons pauvres en materiel biologique, de concentrer les organismes sur un
filtre avant d'extraire les nucléotides des cellules. Ainsi, il est possi-
ble d'assurer une quantite suffisante de nucleotides dans 1'échantillon et

d'éviter des problémes de limite de détection lors de son dosage.
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Par contre, quelques auteurs ont signale que la filtration peut
conduire @ des diminutions importantes d'ATP (Jakubczak et Leclerc, 1980;
Jones et Simon, 1977; Karl, 1979). Karl (1979) suggere, en se basant sur
les résultats de Sutcliffe et al. (1976), que le "stress" imposé aux cellu-
les par la filtration provoquerait un rearrangement du “"pool" des nucléoti-
des intracellulaires, ce qui expliquerait une diminution de 1'ATP, une CEA

plus basse et aucun changement dans les adenylates totales ([ATP] + [ADP ] +

[AMP ]).

Dans cette perspective, et afin d'obtenir des determinations
fiables de CE, permettant de détecter les changements métaboliques causeés
par 1'ajout du Cd, nous avons appliqué les trois méthodes d'extraction sans

filtration préalable, c'est-a-dire par une extraction directe.

3.2.3 Dosage des nucléotides

La technique pour le dosage des nucleotides adenylates est basée

sur la reaction bioluminescente du complexe luciferine-luciféerase avec

1'ATP:
L
ATP + LH, + 0 ————— AMP + PP, +CO, + P + hv (1)
L = luciférase
LH, = luciférine réduite
PP,i = pyrophosphate inorganique
P = produit

hv = Tumiére émise
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Pour chaque échantillon, les nucléotides sont dosés successive-
ment. Les concentrations en ATP sont obtenues directement, tandis que cel-
les en ADP et AMP sont calculées par difference, suite aux conversions enzy-

matiques de ces deux nucléotides en ATP, selon les réactions suivantes:

PK
ADP + PEP > ATP + Pyruvate (2)
AK
AMP + ATP > 2 ADP (3)
PK pyruvate kinase
AK : adenylate kinase ou myokinase

PEP : phosphoenolpyruvate

Les deux méthodes les plus couramment employées pour quantifier

1'ATP en exploitant la réaction de bioluminescence (1) sont:

i) L'enregistrement de 1a hauteur du pic de 1'émission lumineuse qui
a lieu habituellement @ 1'intérieur de 0,5 premiére seconde, apres
1'injection du complexe luciférine-luciférase;

ii) 1'intégration du flux lumineux pendant une certaine période de

temps (10 s).

L'avantage de 1'analyse en utilisant 1a hauteur du pic par rapport

a 1'intégration sur 10 seconde est de minimiser les interferences provenant
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d'autres enzymes ou substrats qui peuvent &tre présents dans les reactifs
utilisés (luciferase, PK, AK) lorsqu'ils ne sont pas purifiés. Par exemple,
la présence dans la préparation enzymatique d'autres nucleotides triphospha-
tes (CTP = triphosphate de cytosine, UTP = triphosphate d'urydine) peut
induire une émission lumineuse. Comme la cinétique de 1a réaction lumineuse
dépendante de 1'ATP est plus rapide, 1'enregistrement de 1a hauteur du pic a
1'intérieur de 0,5 seconde diminue 1'effet de ces interferences (Holm-Hansen
et Karl, 1978). Lorsqu'il faut determiner les concentrations d'AMP, 1le
probléme est particuliérement important car 1'AK et 1e PEP sont stables a la
chaleur et peuvent causer une synthése continue d'ATP quand ils entrent en
contact avec 1a préparation de luciferase non purifiee (Holm-Hansen et Karl,
1978). Donc, en utilisant des reactifs non purifiées, il est fortement
recommandé de proceder par 1'enregistrement du pic de 1'émission lumineuse

plutdt que par 1'intégration du flux pendant une certaine période de temps.

L'emploi des reactifs purifies offre 1e grand avantage d'augmenter
la sensibiliteé de 1a méthode puisqu'ils devraient étre libres de ces sources
de contamination. Par contre, &tant trés couteux, il semble désavantageux

de les utiliser en routine.

L'appareil dont dispose 1e 1aboratoire de 1'INRS-Eau (1251 lumino-
métre, LKB Wallac) permet 1'enregistrement de la hauteur du pic ainsi que
1'intégration du flux lumineux. On a mené des expériences avec les deux

types de réactifs en utilisant les deux modes de lecture.
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3.3 Matériel et méthodes

3.3.1 Préparation des cultures

Les expériences ont été realisées avec 1'algue verte unicellulaire

S. capricornutum. Les cultures sont conservées dans le milieu AAP modifié

selon Chiaudani et Vighi (1978). La température est contrdlée a 20°C, le pH
est maintenu entre 6 et 6,3, et 1a lumiére est constante, avec une intensite
de 115 pE.m2.sec”l. I1 y a aussi une agitation continue pour empécher

1'agglomération des algues.

Les expériences ont été realisées pendant la phase de croissance
exponentielle qui est déterminée par dénombrement cellulaire a 1'aide d'un

compteur de particules (Coulter Counter Model TA).

3.3.2 Extraction des nucléotides
A- Protocole pour extraction avec 1e tampon TRIS-EDTA adapté de Lumac

(1980) et Holm-Hansen et Karl (1978)

Les principales étapes sont les suivantes:

i) preparer la solution tampon TRIS-EDTA a@ des concentrations
differentes selon le volume d'algues a extraire, afin de

tenir compte de 1'effet de dilution sur les concentrations
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finales, causé par 1'ajout direct (sans filtration) des al-
gues (tableau 3.1); ajuster le pH du tampon & 7,75 et faire

stériliser a 1'autoclave pendant 30 minutes;

ii) dans des tubes d& essai stériles, faire chauffer le volume de
tampon choisi jusqu'a 100°C. Ajouter les algues et laisser

bouillir pendant 3 minutes;

iii) retirer immédiatement de 1a chaleur, ramener au volume ini-
tial avec de 1'eau millipore (i1 y a perte d'eau par évapora-

tion) et conserver a -20°C jusqu'au moment de 1'analyse;

iv) les solutions etalons se preparent le jour de 1'analyse a
partir des solutions concentrées de chacun des trois nucléo-
tides préalablement préparées et conservées a -20°C. Les
dilutions se font avec le tampon TRIS-EDTA (TRIS 45 mM - EDTA
3,6 M) de fagon a obtenir une série d'étalons couvrant une

gamme particuliére de concentrations (200 mM - 0,1 mM).

Signalons que 1'ajout d'EDTA semble augmenter la stabilité des
extraits, probablement parce que 1'EDTA déactive les enzymes responsables de

la conversion des nucléotides, en complexant des métaux, tel le Mg?*, qui

agissent comme cofacteurs de ces réactions (Lundin and Thore, 1975).
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Tableau 3.1: Relation entre 1les différentes concentrations du tampon
TRIS-EDTA et les volumes d'algues employés pour tenir compte

de 1'effet de dilution lorsque 1'extraction est directe.

VOLUMES VOLUMES [ ] [ ] [ ] FINALE  VOLUWME
DE CULTURE TRIS-EDTA TRIS EDTA TRIS-EDTA FINAL
0,5 mL 4,5mL 50 md 4 mM 45 mM - 3,6 M S
1,0 mL 4,0 mL  56,25mM 4,5 oM 45 mM - 3,6 MM 5mL
1,5 mL 3,5m. 64,28 mM 5,14 mM 45 M - 3,6 M 5 mL

BLANC*
0,5 mL 4,5 mL 50 m 4 m™M 45 mM - 3,6 mM 5nmL

* EAU MILLIPORE
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Protocole pour extraction avec 1e PCA adapte de Larsson et Olsson

(1979).

Les principales étapes sont les suivantes:

i)

ii)

iii)

iv)

préparer une solution d'EDTA (100 mM) et des solutions de PCA
a des concentrations differentes selon le volume d'algues a
extraire (tableau 3.2). Ramener la température des solutions

a o°c;

ajouter simultanément les solutions d'EDTA et PCA aux algues

et laisser pendant 20 @ 30 m ~ a 0°C dans un bain de glace;

neutraliser les extraits jusqu'a pH 7,75 avec une solution
KOH (2,5 M) HEPES (0,2 M). I1 y a formation d'un précipite
de KC10, (perchlorate de potassium) qui est enlevé par cen-
trifugation (12 000 x g, 10 m.) (centrifugeuse SORVAL RC-2B,
ROTOR HB4); conserver les échantillons & -20°C jusqu'au mo-

ment de 1'analyse;

les étalons se preparent le jour de 1'analyse a partir des
solutions concentrees de chacun des trois nucleotides en

suivant exactement le méme protocole que pour la culture

d'algues (i, ii, iii).
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Tableau 3.2: Mode de dilution des cultures dans le mélange PCA-EDTA pour

tenir compte de 1'effet de dilution lorsque 1'extraction est

directe.
VOLUMES VOLUMES  VOLUMES [ ] [ ] [ ] VOLUME
DE CULTURE PCA EDTA PCA EDTA  FINALE PCA FINAL
0,5 mL 1,5 mL 0,2mL 0,93 M 100 mM 1,4 M 2,2 mL
1,0 mL 1,0 mL 0,2m.  1,40M 100 mM 1,4 M 2,2 mL
1,5 mL 0,5 mL 0,2m. 2,8 M 100 mM 1,4 M 2,2 mL
BLANC*
0,5 mL 1,5 mL 0,2m. 0,93 M 100 mM 1,4 M 2,2 mL

* EAU MILLIPORE
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Protocole pour extraction avec le DMSO adapte de Jakubczak et

Leclerc (1980)

Les principales étapes sont les suivantes:

i)

i)

iii)

préparer des solutions de MOPS ("4-morpholinopropane sulphi-
nic acid") a differentes concentrations selon le volume d'al-
gues a extraire (tableau 3.3). Ajuster le pH 3 7,75 avec du
NaOH (hydroxide de sodium) et faire stériliser dans 1'auto-
clave pendant 30 min. Ajouter 8,1 g.L=! de MgS0,.7H 0 (sul-
fate de magnesium) lorsque 1a solution de MOPS a une concen-
tration 10 mM. Si la solution de MOPS doit étre concentree,

i1 faut réajuster la quantité de MgS0,.7H,0 ajoutée;

ajouter les algues au DMSO. Agiter avec un vortex pendant
15 secondes, laisser au repos pendant 2 min, ajouter la
solution de MOPS et agiter.

Conserver a -20°C jusqu'au moment de 1'analyse.

a partir des solutions concentrées de chacun des trois nu-
cleotides, les &talons sont preparés par dilution dans 1la

solution de MOPS (10 mM). Ils suivent par la suite la méme

procédure que la culture d'algues.
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Tableau 3.3: Mode de dilution des cultures dans le mélange DMSO-MOPS pour

tenir compte de 1'effet de dilution lorsque 1'extraction est

directe.

VOLUMES VOLUMES VOLUMES [ ] [ ] [ ] VOLUME
DE CULTURE  DMSO MOPS DMSO MOPS  FINALE MOPS FINAL
0,5 mL 4,5 m. 5 mL 14M 10 m 5 mM 10 mL
1,0 mL 4,5 mL 4,5 mL 14M 11,11m4 5 mM 10 mL
1,5 mL 4,5 mL 4,0 m 14M 12,5 WM 5 mM 10 mL

BLANC*
0,5 mL 4,5 mL 5 m 14M 10 mw  5mM 10 mL

*EAU MILLIPORE
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3.3.3 Dosage des nucléotides

— i —— — o w— — — — -

A- Protocole d'utilisation des réactifs non purifiés

Les composés employés proviennent de "Sigma Chemical Company".

I1s sont les suivants:

- extrait de luciférine-luciférase de luciole (FLE-50)
- phosphoenolpyruvate (PEP P = 7002)
- pyruvate kinase (PK, type II P = 1506; 5,6 mg protéine.mL-!)

- adenylate kinase (AK, grade V; 7 mg proteine. mL-1)

Préparation des réactifs (adapté de Falkowski, 1977)

Reéactif A

Cette solution contient:

- 75 mM en phosphate de potassium (K,HPO,); pH = 7,4

- 15 mM en chlorure de magnesium (Mg C15)

Pour &viter la formation d'un précipité lorsque la solution est
préparée, on doit conserver au réfrigérateur 1les solutions

suivantes:
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- 10 mL d'une solution 150 mM en K, HPO,; pH = 7,4
- 10 mL d'une solution 30 mM en MgCl,

Le jour de 1'analyse, on mélange 5 mL de chacune pour obtenir le

réactif A.

Réactif B

Cette solution contient:

- 75 M en K,HPO, (pH = 7,4)
- 15 mM en MgCl,

- 0,5 mM en PEP

- 20 pg de PK

La solution est preparee en ajoutant le jour de 1'analyse les

réactifs suivants:

- 6 mL de réactif A
- 1,08 g de PEP

- 0,428 mL de PK
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Réactif C

Cette solution contient:

- 75 m en K,HPO,, pH = 7,4
- 15 mM en MgCl,

B 0,5 mM en PEP

- 20 ug de PK

- 25 ug de AK

Cette derniére solution est préparée en ajoutant le jour de 1'ana-

lyse 3 mL de réactif B a 0,214 mL de AK.

Avant d'étre utilisées, les suspensions enzymatiques de PK et AK
doivent étre centrifugées (2000 x g, 3 @ 5 m) et les préecipites
resuspendus dans des volumes équivalents d'une solution 75 mM en

KoHPO,, pH = 7,4 (Karl et Homl-Hansen, 1978).

Luciférine -_luciférase

Chaque fiole d'extrait lyophilisé de luciferine-luciferase est
reconstituée avec 25 mL d'eau millipore (tel que recommandé par la
compagnie Sigma). L'enzyme est gardée toute l1a nuit en obscurite

et a 1a température de la piéce, pour réduire le niveau d'émission

lumineuse intrinséque a la préeparation. Le résidu insoluble qui
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reste est éliminé par centrifugation (12 000 x g, 10 m) et le sur-

nageant transféré dans une fiole stérilisée prét a étre utilisé.

Puisque les fioles d'extrait de luciféerine - luciférase peuvent
présenter des différences considérables dans leur activité enzyma-
tique, i1 est recommandé, lorsqu'il est nécessaire, d'en employer
une grande quantité, et de mélanger le contenu de plusieurs fioles
avant leur utilisation afin d'uniformiser 1'activité des prépara-

tions (Holm-Hansen et Karl, 1978).

Aprés avoir procédé aux dosages, le volume résiduel de la prépara-
tion enzymatique peut étre gardé a -20°C et réutilisé plus tard.

Cependant, i1 ne faut pas répéter la congélation.

Les étapes pour doser 1'ATP, 1'ATP + ADP et 1'ATP + ADP + AMP sont

les suivantes:

i)  décongeler les échantillons qui contiennent les nucléotides
extraits, et, dans des tubes a essais preéalablement identi-
fiés mélanger:

- 200 pl d'échantillon + 50 ul de réactif A (dosage ATP);

- 200 pL d'échantillon + 50 pl de réactif B (dosage ATP + ADP);

- 200 p1 d'échantillon + 50 pL de reactif C (dosage ATP + ADP +

AMP);




ii)

iii)

iv)
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bien agiter et laisser incuber 30 min. a 1a température de 1a
piece (25°C). L'incubation des échantillons mélangés avec le
réactif A n'est pas nécessaire, car il n'y a lieu aucune

conversion enzymatique de nucléotide en ATP n'a lieu;

introduire les tubes pour doser 1'ATP + ADP et 1'ATP + ADP +
AP dans un bain d'eau bouillante pendant 2 min. pour
désactiver la PK. Laisser s'ajuster @ la température de la
piece. Les echantillons sont maintenant préts pour

1'analyse;

pipetter 100 uL de chacun des tubes a essais dans des petites
éprouvettes et introduire dans le luminométre. Injecter
100 pL de 1a préparation enzymatique luciferine-luciférase
(Lumac, 1980) et lire le signal électrique (millivolts) indi-

qué par 1'appareil.

Lorsque les échantillons sont seulement analyses pour doser 1'ATP,

les 100 ul de la préparation luciferine-luciférase sont injectés

directement dans 100 pl de 1'échantillon; donc, i1 n'est pas

nécessaire d'utiliser le réactif A.
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B- Protocole d'utilisation des réactifs purifies (Lumac, 1980)

Les composés employés proviennent de la compagnie Lumac. Ils sont

les suivants:

- réactif A: 25 mM HEPES - 10 mM KC1; pH = 7,75

- réactif B: phosphoenolpyruvate lyophilisé et pyruvate kinase

- réactif C: myokinase (ou adenylate kinase) dans 3.2 M de
(NH,), SO, :

- tampon LUMIT: 25 mM HEPES, pH = 7,75

- LUMIT PM: luciférine-luciférase purifiée lyophilisée.

Préparation des réactifs

Réactif A

Il est déja prét pour utiliser.

Réactif B

Diluer le contenu de 1a bouteille marquee reactif B avec 3,4 mL de

réactif A. La stabilité du réactif est de 12 h a la température

de la piéce (21°C).
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Réactif C
Mélanger 1,7 mL de réactif B reconstitué comme déecrit ci-dessus
avec 20 uL de la bouteille marquée réactif C. La stabilité du

réactif est de 3 h 3 la température de la piéce (21°C).

Reconstituer une bouteille marquee LUMIT PM avec 5 mL de tampon
LUMIT. La stabilité du réactif est de 12 h & 21°C. La prépara-
tion qui n'a pas été utilisée peut étre congelee (-20°C) et gardeée

pendant plusieurs mois. I1 ne faut pas répéter la congélation.

Pour 1a méme raison mentionnée dans le paragraphe sur la prépara-
tion de 1a luciferine-luciferase non purifiee, i1 est préféerable
de mélanger les contenus de plusieurs bouteilles de LUMIT PM (ap-
partenant au méme lot ou provenant de lots differents) lorsqu'il

est nécessaire d'utiliser une grande quantité d'enzyme.

Analyse des échantillons

Les étapes sont les mémes que celles decrites dans la section sur

1'utilisation des reactifs non purifies, avec les changements

suivants:




3.4

i)

ii)
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mélanger dans les tubes 3 essais:

100 pL d'échantillon + 100 pL de réactif A: tubes pour ATP;
100 pL d'échantillon + 100 uL de reactif B; tubes pour
ATP+ADP;

100 pL d'échantillon + 100 p. de reactif C: tubes pour
ATP+ADP+AMP ;

laisser incuber pendant 30 min. a la température de 1la

piéce.

Cependant, lors de certaines expériences, on notera que les temps

d'incubation furent prolongés a 1lh, 2h et 3h;

iii) la désactivation par 1a chaleur de 1a PK n'est pas nécessaire

iv)

car les réactifs employés sont reputés libres des sources de

contamination;

introduire dans le luminométre 100 puL de chacun des mélanges
échantillon + reactif, lesquels reagiront avec 100 pL de

LUMIT PM.

Expériences de mise au point de la méthode. Exemple d'applica-

tions, résultats et discussion
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3.4.1 Expérience no 1
Cette expérience a été realisee dans le but de comparer trois

méthodes d'extraction: TRIS-EDTA, PCA et DMSO.

Afin de vérifier la constance de 1'efficacite d'extraction et
1'absence de "quenching" en présence de plus grandes quantités d'organismes,
la lineéarite de 1a relation entre le volume d'algues employé pour 1'extrac-
tion et la quantité d'ATP dosé est vérifiee. A cette fin, les dosages et
les extractions ont &té réalisds sur trois volumes différents de culture

selon les techniques déja décrites.

Les échantillons ont été analysés seulement pour doser 1'ATP, avec
1'emploi de la préparation enzymatique luciferine-luciférase non purifiee
(provenant de "Sigma Chemical Company"), et le signal lumineux a été enre-

gistré en mode pic (Tableaux 3.4 et 3.5)
Discussion

Le tampon TRIS-EDTA est 1'extractant qui interfere le moins avec
le signal lumineux eémis lors de la reaction enzymatique de 1'ATP avec la
luciferase, puisque, parmi les trois droites &talon, c'est celle du TRIS-
EDTA qui présente 1a pente 1a plus forte (tableau 3.4). Donc, cette méthode

serait la plus sensible pour doser de basses concentrations d'ATP; elle est

d'ailleurs 1'une des plus utilisée dans la littérature (Karl, 1980).
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Tableau 3.4: Droites de calibration pour 1'ATP obtenues a partir des éta-
lons prépares suivant les trois procédures d'extraction TRIS-
EDTA, PCA, DMSO.

Droites
étalons TRIS-EDTA PCA DMSO
n 8 8 8
r2 0,9974 0,9696 0,9998
-8,83 -2,19 -0,2
4,3 0,59 1,0
n = nombre de points

r2 = coefficient de détermination
= ordonnée a 1'origine
= pente de la droite
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Tableau 3.5: Concentrations totales d'ATP dans les échantillons en femto-

grammes d'ATP par cellule selon les difféerents volumes de
culture extraits.

TRIS-EDTA PCA DMSO
volumes algues (mL) volumes algues (mL) volumes algues (mL)
0,5 1,0 1,5 0,5 1,0 1,5 0,5 1,0 1,5
[ATP] 3,9 5,8 3,9 7,1 15,6 25,8 3,2 7,1 10,4
Cv 0,25 0,07 0,31 0,07 0,06 0,03 0,08 0,09 0,07
fg.cel- 58 43 19 60 66 72 95 105 103
[ATP] = concentration totale d'ATP, exprimées en nM
Cv = coefficients de variation calculés sur les [ATP], avec n = 06

(chaque volume extrait en triplicata et analysé deux fois)
fg.cel1-1= femtogrammes d'ATP par cellule
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Cependant, 1'analyse du contenu en ATP des échantillons montre une
mauvaise relation entre la quantité dosée et les volumes d'algues employés
(tableau 3.5; figure 3.1). Le fait d'ajouter la culture d'algue froide
(20°C) sur la solution de TRIS-EDTA bouillante (100°C) cause probablement
une baisse de la température, laquelle doit demeurer élevée pour une bonne
désactivation des ATP-ases (Holm-Hansen et Karl, 1978). En conséquence,

1'extraction directe avec le TRIS-EDTA est inefficace.

La droite etalon correspondant a 1'extraction avec le PCA a la
pente la plus faible (tableau 3.4)." Elle serait une méthode ayant un

pouvoir de résolution plus faible que les deux autres.

La linéarité de la relation ATP dosé vs volume culture d'algues
(Tableau 3.5) employé est bonne (r2 = 0,9971), mais la droite ne passe pas
par 1'origine (a = 3,7), ce qui indique une perte d'ATP, probablement au
moment de l1a formation du précipité de perchlorate de potassium, qui peut
entrainer la co- précipitation des molécules d'ATP (Lundin et Thore, 1975).
La réplicabilité de 1'extraction est assez bonne, avec des Cv inférieurs a

10%, mais la méthode est longue et compliquée.

Le DMSO se présente comme un bon extractant. La pente de 1a droi-
te étalon est intermédiaire entre celle du TRIS-EDTA et celle du PCA, avec

le meilleur coefficient de détermination r2 (tableau 3.4).
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Figure 3.1: Relation entre les concentrations d'ATP et les volumes de
culture d'algues pour la méthode d'extraction TRIS-EDTA.
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La relation concentration d'ATP vs volume d'algues est trés bonne,
la droite de régression ayant les caractéristiques suivantes: r2 = 0,9977.
a= -0,3; b = 6,9. La replicabilité de 1'extraction est tres acceptable
(tableau 3.5). Les manipulations exigées au laboratoire sont faciles et de

courte durée.

Suite a ces résultats et ces considerations, les méthodes avec le
tampon TRIS-EDTA et 1e PCA ont été rejetees et les expériences ont été pour-

suivies avec 1'extraction au DMSO.

3.4.2 Expérience no 2

Cette expérience représente le premier essai reéalisé pour doser
les trois nucléotides d'adenine dans des cultures d'algues, en utilisant les
réactifs non purifiés. Le signal lumineux a été enregistré en mode pic et

intégration.

Puisque 1'efficacité de 1la reaction catalysée par 1'adenylate
kinase dépend de 1a concentration totale des trois nucléotides dans 1'échan-
tillon (Karl et Holm-Hansen, 1978), on s'est servi d'un mélange des solu-
tions étalon mélange des trois molecules pour déterminer le pourcentage de
transformation de 1'AMP en ATP. Les proportions d'ATP, d'ADP et d'AWP
présentes dans ces solutions ont &té choisies en se basant sur le depliant

“Environmental applications" de 1a compagnie Lumac (1980); elles étaient les

suivantes:
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Mi: 20 nM ATP + 5 nM ADP + 2 nM AMP
M2: 10 nM ATP + 10 nM ADP + 10 nM AMP

Les droites de calibration pour 1'ATP, selon les valeurs obtenues

en mode pic ou en mode intégration, préesentaient les caracteristiques sui-

vantes:
PIC n=6 INTEGRATION n = 6
r= 0,9997 r2= 0,9993
a = 0,66 a=-4,75
b=1,34 b = 8,48
Discussion

Les résultats correspondant aux solutions étalon Ml et M2 montrent
la récupération totale de 1'ATP présent (tableau 3.6). Dans les échantil-
lons d'algues (Tableau 3.7), la linearite de 1a relation ATP dosé vs volume
est bonne, bien que le coefficient de déetermination soit un peu plus bas que

dans 1'expérience précédente (r2 = 0,981).

En ce qui concerne les deux autres nucleotides, il n'y a pas eu
de résultats positifs. Lors de 1'injection de 1a preparation luciferine-
luciferase dans les échantillons traites pour doser 1'ADP, il s'est produit
une émission continue de lumiére ce qui a empéche 1'enregistrement d'un

signal maximal dans le mode pic. Les signaux électriques dans 1e mode inté-
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Tableau 3.6: Concentrations en ATP, ADP et AMP dosées dans les solutions
étalon Ml et M2.
Solution Mode
étalon d'enregistrement [ATP] [ADP ] [awP ]
PIC 20,2
Cv 0,02
Ml
INTEGRATION 20,1
39,8 -
CV 0,03
PIC 10,1
CV 0,04
M2
INTEGRATION 10,4
49,2 -
Cv 0,03
[ ] : exprimées en nM
& : coefficient de variation; n = 6 (chaque étalon fait en triplicata et

analysé deux fois)
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Tableau 3.7: Concentrations en ATP, ADP et AMP dosees dans les échantillons
d'algues.

MODE [ATP ] [ADP ] [AMP ]
D'ENREGISTREMENT Volumes algues(mL) Volumes algues(mL) Volumes algues(mL)
0,5 1,0 1,5 0,5 1,0 1,5 0,5 1,0 1,5

PIC 3,0 6,1 8,5 - - - - - -

Cv 0,11 0,01 0,01

INTEGRATION 3,7 6,7 9,2 = = - ’ - -

C, 0,08 0,01 0,001

Cv = coefficient de variation; n = 9 (chaque volume extrait en triplicata
et analysé trois fois)

[]

exprimées en nM
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gration, lorsque transformés en concentrations d'ATP donnent des valeurs
aberrantes (tableau 3.6). Cela révéle un probléme de contamination en ATP,
soit a cause d'une mauvaise dénaturation de la PK, ou encore a cause d'au-

tres sources difficiles a préciser.

Finalement, i1 ne s'est produit aucune transformation d'AMP en
ATP, méme dans les solutions étalon. De plus, 1'ajout aux échantillons du
réactif C semble avoir un effet de "quenching" sur le signal lumineux, le-

quel est plus faible que celui obtenu lors du dosage de 1'ATP seul.

3.4.3 Expérience no 3

Cette expérience a &té menee dans les mémes conditions et avec les
mémes objectifs que la précédente, sauf que, compte tenu des problemes ren-
contrés lors du dosage de 1'ADP et AMP, les analyses ont été reéalisees a

1'aide des réactifs purifiés (Tableaux 3.8 et 3.9).

Les proportions des trois nucléotides dans les solutions étalons

ML et M2 étaient aussi les mémes que lors de 1'expérience no 2.

La droite étalon pour le dosage de 1'ATP présente les caractéris-

tiques suivantes:
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Tableau 3.8: Concentrations en ATP, ADP et AMP dosees dans les solutions
étalons Ml et M2.

Solution Mode
étalon enregistrement [aTP] (ADP] [AmP ]
PIC 21,3 3,9
Cy 0,01 0,05
M1
INTEGRATION 21,1 3,8
Cy 0,02 0,04
PIC 10,6 8,0
Cy 0,01 0,04
M2
INTEGRATION 10,5 7,7
C, 0,02 0,05

[ ] : exprimés en nM
: coefficient de variation; n = 4 (chaque étalon fait en duplicata et
analysé deux fois)
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Tableau 3.9: Concentrations en ATP, ADP et AMP dosées dans les échantillons
d'algues.

MODE [ATP ] [ADP ] [AMP ]
D'ENREGISTREMENT Volumes algues(mL) Volumes algues(mL) Volumes algues(mL)
6,5 1,0 1,5 0,5 1,0 1,5 0,5 1,0 1,5

PIC 3,3 6,7 10,3 1,0 1,8 4,0 - - -

Cv 0,07 o,01 0,01 0,01 0,06 0,06

INTEGRATION 3,2 6,6 10,2 1,2 1,9 3,9 - ” -

Cv 0,08 o,01 0,02 0,01 0,06 0,05 - - =

Cv = coefficient de variation; n = 6 (chaque volume extrait en triplicata
et analysé deux fois)

[ ]= exprimés en nM
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MODE PIC: n =6 MODE INTEGRATION: n = 6
r2= 0,9999 r2= 0,9998
a=-0,47 a=-7,56
b= 3,4 b = 29,06
Discussion

La pente de la droite étalon pour 1'ATP, obtenue dans cette expé-
rience avec les reéactifs purifiés, est pratiquement trois fois plus élevee
que celle des droites des deux expériences précéedentes. L'emploi de ces
réactifs permet d'augmenter 1a sensibilité de 1a méthode lors du dosage des

nucléotides.

La linéarité de la relation ATP dosé vs volume d'algues est trés
bonne, avec une droite de régression (r2 = 0,9997; a = -0,2; b = 7) compara-
ble 3 celle calculée avec les données de 1'expérience no 1 correspondant a
1'extraction avec le solvant DMSO (r? = 0,998; a = -0,3; b = 6.9). Cela met
en évidence que pour le dosage de 1'ATP, on peut employer les reactifs non

purifiés ou purifiés.

L'ADP a été dosé autant dans les solutions &talon, avec un pour-
centage de récupération d'environ 80% (Tableau 3.8), que dans les échantil-
lons d'algues ol la relation [ADP] vs volume d'algues peut étre considérée
comme bonne (r2 =0,93; a = -0,7; b = 3). Donc, en &liminant les sources de

contamination, le dosage de 1'ADP ne pose pas de probléemes. Dans 1'expeé-
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rience no 7, le temps d'incubation des &chantillons a été prolongé de
30 min. @ 1 h, pour voir si le pourcentage de récupération augmentait a

100%.

Par contre, comme dans 1'expérience antérieure, on n'a detecte
aucune transformation de 1'AMP en ATP, et le reactif C affaiblit aussi le

signal lumineux.

3.4.4 Expérience no 4

Les résultats obtenus lors de 1'expérience précédente situaient le
probléme méthodologique pour la détermination des valeurs de CE,, au niveau
du dosage de 1'AMP, et plus concrétement au niveau de 1'efficacité des réac-
tions de conversion de cette molécule en ATP. Karl et Holm-Hansen (1978)
ont montré que la transformation d'AMP en ATP, via les reactions couplées
AK/PK, est dépendante de la concentration de 1'ATP. Pour une méme concen-
tration d'AMP, plus la quantité d'ATP augmente dans 1'échantillon, plus
1'efficacité de conversion est grande, jusqu'd atteindre un plateau ol elle

devient constante.

Pour cela, et compte tenu que, jusqu'a ce moment, aucune transfor-
mation détectable ne s'était produite autant dans les solutions étalons que
dans les échantillons d'algues et indépendamment de 1'emploi d'une sorte ou
1'autre de reéactifs enzymatiques, i1 est possible de conclure que 1a quanti-

té présente d'ATP recommandée par Lumac était insuffisante pour favoriser un

bon rendement des réactions.
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Dans cette perspective, 1'expérience présente visait a établir le
pourcentage de conversion sur une série de solutions étalon d'AMP de diffe-
rentes concentrations, lesquelles contenaient un ajout supplémentaire d'ATP

équivalent a une concentration finale de 70 nM.

Cette quantité a été choisie en se basant sur les résultats de
Karl et Holm Hansen (1978). Le temps d'incubation &tait de 30 min. De
plus, pour tenir compte de 1'effet "quencheur" du reéactif C, deux séries
d'étalons d'ATP ont &té analysées avec et sans reactif C. L'expérience a
été menée avec les deux types de réactifs et le signal lumineux a été enre-
gistré en mode pic. Les concentrations des différents étalons étaient les

suivantes:

- étalons ATP: 0, 5, 25 et 50 nM dosés avec le réactif A;
- étalons ATP: 0, 5, 25 et 50 nM dosés avec le réactif C;

- étalons AMP: 0, 5, 25 et 50 nM dosés avec le réactif C.

Discussion

La comparaison des pentes entre les droites de calibration pour
1'ATP, obtenues lorsque les &talons sont analysés avec et sans reactif C
(tableau 3.10), montre effectivement que celui-ci cause un affaiblissement
du signal, affaiblissement qui est moins important lorsque le reactif est

purifié.

En conséquence, afin de tenir conpte de cet effet, au moment de

transformer les mV en concentrations d'AMP, i1 faut se réeferer a la droite
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Tableau 3.10: Droites étalon d'ATP et AMP construites a partir des étalons
dosés avec les réactifs purifiés et non purifiés.

REACTIFS NON PURIFIES REACTIFS PURIFIES

DROITE ATP(+ RA) ATP(+ RC) AMP(+ RC) ATP(+ RA) ATP(+ RC) AMP(+ RC)

n 4 4 4 4 4 4
r2 0,9997  0,9945  0,8927 0,9998  0,9999  0,9866
a -0,2 0,21 -0,08 0,4 -0,74 2,21
b 0,54 0,12 0,02 . 4,62 3,9 1,97

(+ RA) : dosé avec le réactif A
(+ RC) : doseé avec le reactif C
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Pourcentages de conversion de 1'AMP en ATP avec 1'emploi des
réactifs purifiés

SIGNAUX EN mV

CONCENTRATIONS étalons étalons % conversion
ETALONS EN nM ATP (+RC) AMP AMP > ATP
0 0 0 0
5 18,3 9,5 52 £ 10
20 96,3 39,4 41 + 5
25 194,9 100,2 51 %

% conversion:

rapport entre le signal donné par 1'étalon d'AMP (moyenne de
trois lectures moins la valeur correspondant a 70nM ATP) et
celui qui correspond a 1'étalon d'ATP de méme concentration,
dosé avec le reactif C. * : 1limites de 1'intervalle autour de

1a moyenne calculés 3 partir de X * o.




correspondant aux &talons d'ATP auxquels on a ajouté prealablement le reac-

tif C.

Avec 1'emploi des reactifs non purifiés, i1 ne se produit aucune
transformation d'AMP en ATP, la pente de la droite "AMP + RC" étant presque
nulle (tableau 3.10). Cela peut étre attribuable a deux choses: ou bien la
réaction enzymatique n'a pas eu lieu parce que le reactif C n'était pas
actif, ou bien les concentrations d'AMP étaient trop basses pour étre détec-
tées. Cependant, Karl et Holm-Hansen (1978) accordent @ cette procédure une

limite de détection pour 1'AMP de 1 nM.

Malheureusement, la qualité des réactifs ne peut pas étre testeée
lors de 1'expérience. I1 nous a semblé qu'il s'agissait de produits déli-
cats dont la qualité peut varier d'une série de production a 1'autre, il est
donc difficile de comparer les resultats avec ceux d'autres auteurs. Les
seuls étalons absolus dans toute 1a méthodologie sont les étalons des trois

nucléotides.

En utilisant les réactifs purifiés pour 1'analyse des étalons, la
conversion se situe entre 40 et 50%, les intervalles autour des moyennes
étant trés larges (tableau 3.11). I1 faut signaler que le prix extrémement
couteux de ces reactifs empééhe de faire un nombre suffisant de lectures

d'un méme échantilllon pour avoir une bonne précision de 1'écart type autour

de 1a moyenne.
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3.4.5 Expérience no 5

Elle a été realisée pour déterminer si 1'ajout de 70 nM d'ATP dans
les éetalons d'AMP eétait trop éleve, c'est-a-dire, si avec un ajout moins
concentré, le pourcentage de conversion aurait étée le meme. Il faut tenir
compte que pour les basses concentrations d'AMP (< 1 nM), le signal lumineux
qui correspond a 1'AMP transformé en ATP peut représenter une tres petite
partie de 1'émission totale de lumiére, ce qui peut amener des problemes de
Timites de détection (Holm-Hansen et Karl, 1978). Donc, i1 est souhaitable
de faire un ajout d'ATP le moins concentre possible. La nouvelle quantite

testée était donc de 35 nM (concentration finale).

Le temps d'incubation des échantillons a été augmenté au-dessus de
30 min., afin de vérifier si le temps €tait suffisant pour que les reéactions
enzymatiques atteignent leur équilibre (tableau 3.12). Les concentrations

des étalons employées étaient les suivantes:

- ETALONS ATP: 0, 50 nM dosés avec le réactif C

- ETALONS AMP: 0, 50 nM dosés avec le réactif C

A partir de cette expérience, toutes les autres analyses ont été

réalisés avec les réactifs purifiés.
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Tableau 3.12: Pourcentages de conversion d'AMP en ATP, avec ajout de 35 mM
et 70 nM ATP, en fonction de divers temps d'incubation.

TEMPS % CONVERSION AMP -+ ATP
INCUBATION AJOUT 35 nM AJOUT 70 nM ATP
30m * 6,1 +1,7 38,5 *+ 1,5
1 h 22,7 +0,3 55,9 + 0,9
2 h 39,7 + 0 .
3h 49,4 + 2 -

* calcul@s a partir de 1a moyenne de deux lectures du méme échantil-
lon + la différence avec les pourcentages qui correspondent & ces
deux lectures.

- valeurs rejetées.




Discussion

Le meilleur pourcentage de conversion a lieu avec 1'ajout de
70 mM. En conséquence, celui de 35 nM peut étre consideré comme insuffisant

pour obtenir un maximum d'efficacité des réactions de transformation.

L'augmentation du temps d'incubation améliore sensiblement les
pourcentages, autant lorsque 1'ajout est de 35 nM comme de 70 nM. I1 semble
donc possible qu'un temps de 30 min. soit trop court pour permettre 1'accom

plissement des réactions.

La raison pour laquelle dans 1'expérience préecédente, ol le temps
était de 30 min., les pourcentages de transformation étaient plus élevés que
celui obtenu dans cette expérience, pour le méme temps, se trouve peut étre
dans le fait d'avoir utilisé des réactifs provenant de lots differents, donc

qui peuvent présenter des caractéristiques enzymatiques qui différent.

3.4.6 Expérience no 6

Afin de déterminer 1a limite supérieure de la quantité d'ATP né-
cessaire pour une efficacité de conversion optimale, des étalons d'AWP ont
été analysés aprés un ajout d'ATP de 100 nM (concentration finale) et les
résultats comparés avec ceux ou 1'ajout etait de 70 nmM. Tous les temps
d'incubation se sont prolongés jusqu'a 3 h (tableau 3.13). Les concentra-

tions des étalons employés étaient les suivantes:
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Tableau 3.13: Pourcentages de conversion d'AMP en ATP, avec ajout de 70 nM
et 100 nM ATP, en fonction de divers temps d'incubation.

TEMPS % CONVERSION AMP » ATP
INCUBATION AJOUT 70 nM AJOUT 100 nM ATP
30 m 36,8 *+ 1,1 38,7 + 3,8
1h 58,7 + 2,7 58,7 + 1,6
2 h 71,0 £ 0 62,5 * 2,2

3h 69,8 + 1,8 59,1%

Les intervalles sont calculés comme dans le tableau 3.12.
* Manque de donnée pour calculer 1'intervalle.
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- ETALONS ATP: 0, 50 nM, dosés avec le réactif C
- ETALONS AMP: 0, 50 nM, dosés avec la réactif C

Discussion

D'aprés les résultats i1 est possible de conclure que 1'ajout de
70 nM est celui qui favorise une conversion maximale, car avec 1'ajout de

100 nM i1 ne se produit aucun gain dans les pourcentages.

En méme temps cela confirme 1'effet positif d'augmenter les temps

d'incubation des échantillons. En prolongeant celui-1a de 30 min. @ 2 h, la

transformation de 1'AMP est augmentée d'environ 20%.

3.4.7 Expérience no 7

Etant donné que jusqu'ici les pourcentages de transformation ont
été calculés sur des étalons preparées exclusivement avec 1e nucleotide AMP,
dans 1'expérience présente la conversion a @été testée sur des @etalons
mélange des trois moleculesl. Pour avoir une meilleure précision au moment
de calculer les concentrations d'ADP, une droite de calibration a éte
construite a partir des solutions de concentrations connues de ce nucléotide
(Tableau 3.14). Les concentrations dans les @talons utilisés étaient les

suijvantes:

1 Situation plus proche a celle présente dans un échantillon obtenu a

partir des cellules vivantes.
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- ETALONS ATP: 0, 5, 20, 50 nM dosés avec le réactif A
- ETALONS ADP: 0, 5, 20, 50 nM dosés avec le réactif B
- ETALONS ATP: 0, 5, 20, 50 nM dosés avec le réactif C
- MELANGE 1: 15 nM ATP + 10 nM ADP + 5 nM AMP
- MELANGE 2: 15 nM ATP + O nM ADP + 15 nM AMP
. MELANGE 3: O nM ATP + 10 nM ADP + 5 nM AMP

I1 est recommande que 1'ATP supplémentaire nécessaire pour le
dosage de 1'AMP soit inclu dans les étalons au moment de leur preparation,
au lieu de faire 1'ajout juste avant i'ana1yse avec des volumes trés petits
d'une solution concentrée en ATP. La premiére fagon de procéder est sans

doute plus précise.

Les temps d'incubation des échantillons prépares pour doser 1'ADP

et 1'AMP étaient d'une heure et de deux heures respectivement.
Discussion

Les résultats montrent que les concentrations réelles dans les

étalons mélanges se retrouvent trés bien aprés le dosage (Tableau 3.15).

En particulier, les pourcentages de conversion obtenus pour 1'AMP,
bien que differents pour chacun des mélanges, peuvent étre considerés dans
le méme ordre de grandeur (autour de 70%) que celui obtenu dans 1'expérience
précédente (Tableau 3.13, temps 2 h, ajout 70 nM ATP). I1 est important de

souligner que les valeurs présentées dans le tableau 3.15 ont été calculées
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Tableau 3.14: Droites de calibration utilisées pour calculer les
concentrations d'ATP, ADP et AMP dans les échantillons.

DROITE ATP (+ RA) ATP (+RC) ADP (+RB)
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Tableau 3.15: Concentrations d'ATP, ADP et AMP calculees apres 1'analyse
des étalons mélange.

MELANGES [ATP] [ADP ] [AMP] % CONVERSION
AMP > ATP

ML 16,4 +0 10,9 £ 0,6 2,8 + 10 56 + 0
M2 16,0 + 0 0 10,1 + 0,5 67 + 4
M3 0 12,0 £ 1,5 6,3 £ 2,2 126 + 44

% + : calculés a partir de 1a moyenne de deux lectures du méme échantilion
+ la difféerence avec les pourcentages qui correspondent a ces deux
Tectures;

[ ] . concentrations exprimées en nM
repréesente 1'écart de la moyenne autour des deux lectures du méme

i+

échantillon
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uniquement sur deux lectures d'un méme échantillon ce qui empéche une meil-
leure précision dans les résultats. Par exemple, la concentration d'AMP
dosée dans M3 et calculée a partir de la moyenne, est plus élevée que celle
qui correspond réellement 3 1'étalon et en conséquence le pourcentage de
conversion dépasse méme 100%. Cependant, en faisant le calcul a partir de
la valeur plus basse, la concentration serait de 4,1 nM et le pourcentage

d'environ 80%, ce qui semble plus cohérent.

3.5 Conclusions

Les expériences réalisées afin de mettre au point la méthodologie
analytique pour 1'extraction et le dosage des nucléotides adenylates nous

permettent les observations suivantes:

Pour doser 1'ATP des échantillons, on peut employer la préparation
enzymatique luciférine-luciférase purifiée ou non purifiee et utiliser

le mode pic d'enregistrement du signal lumineux.

Le dosage de 1'ADP et AMP s'est avéeré impossible lorsque les réactifs

employés sont du type non purifié.

Lorsque les sources de contamination sont éliminées par 1'emploi de
réactifs purifiés, i1 est équivalent d'enregistrer 1e signal électrique
correspondant @ la reaction bioluminescente, soit en mode pic, soit en

mode intégration.
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Pour obtenir une bonne efficacité de 1a reéaction de conversion de 1'AMP
en ATP il est absolument nécessaire de faire un ajout d'ATP (70 nM,
concentration finale) sur les echantillons ou on veut doser 1'AMP,
ainsi que de les laisser incuber pendant 2 h. On obtient ainsi un

pourcentage de transformation entre 70 et 80%.

Le signal exprimé en millivolts peut étre transformé en concentrations
d'AMP en se référant a une droite construite a partir d'étalons d'ATP
dosés en présence du reactif C, afin de tenir compte de 1'effet quen-

cheur de ce réactif.

I1 est préferable de laisser incuber les échantillons pour doser 1'ADP
jusqu'a 1 h de temps. Cela assure une récupération de 1'ADP initial de

100%.




Chapitre IV

Utilisation d'autres sondes physiologiques
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4.1 Introduction

Les expériences présentées dans ce chapitre ont été realisées en
complémentarité avec celles discutées au chapitre précédent sur le dévelop-

pement méthodologique de 1a CE,-

Etant donné 1a complexité qu'implique au laboratoire 1a détermina-
tion de 1la CE, et en conséquence son grand désavantage pour étre utilisée
comme un paramétrevde routine, i1 semblait intéressant d'essayer en meme
temps d'autres indicateurs de toxicité exigeant moins d'opéerations complexes
au 1aboratoiré. Ceci permettrait d'avoir des criteres comparatifs sur
lesquels baser la convenance d'utilisation d'un paramétre ou 1'autre selon

les besoins du moment.

Comme i1 a deja été expliqué dans 1'introduction générale, 1'ap-
proche suivie dans le cadre de ce travail concernait la réalisation d'expé-
riences a court terme (quelques heures, 1 jour) comprenant un suivi de 1'ef-
fet toxique a des intervalles de temps rapprochees (minutes, heures). Les
sondes physiologiques a choisir devaient donc remplir deux conditions de
départ: étre susceptibles de refléter un effet sur une échelle courte de
temps et, pour cette raison, étre d'utilisation facile sans de longues et

complexes manipulations au laboratoire. Les trois dindicateurs choisis

étaient:




wim

- la fluorescence "in vivo" (F) et 1a fluorescence induite par le

DCMU (FDCMU);
- 1'ATP cellulaire;

- 1'activité photosynthétique (assimilation de carbone).

Les deux derniéres variables ont deja été utilisees comme indica-
teurs de toxicité pour des métaux lourds (chapitre II). Par contre, la
fluorescence connait de plus rares applications dans ce domaine et, pour

cette raison, elle a regu une attention spéciale.

4.2 Matériel et méthodes

4.,2.1 Préparation des cultures

——— — — — —— —— — — —

Comme dans le chapitre III, i1 s'agit de cultures de 1'algue S.

capricornutum cultivees dans le milieu de culture AAP modifie selon

Chiaudani et Vighi (1978).

4.2.2 Mesures de fluorescence

i) Prélever 5 mL d'échantillon (culture d'algues) dans un tube a

fluorescence et prendre 1a lecture correspondant a F;
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i) Par 1a suite, ajouter au méme &chantillon 100 pL d'une solution
éthanolique de DCMU (5,8 mg/100 mL) (Roy et Legendre, 1979), bien

mélanger et prendre 1a lecture correspondant a FDCMU;

Le fluorométre utilisé était un Turner Designs.

4.2.3 Mesures d'ATP cellulaire

L'extraction des nucléotides cellulaires, comme i1 a déja été con-
sideré dans le chapitre précédent, peut comporter une filtration prealable
des algues, afin de concentrer le matériel biologique sur un filtre, ou bien
faire abstraction de cette étape en ajoutant directement les algues dans le

milieu extractant.

Au moment d'établir les protocoles a suivre pour la determination
de la CEA, la décision de procéder par extraction directe semblait 1a plus
adequate, d'aprés la littérature spécialisée. Cependant, dans cette partie
du travail, i1 a été verifie si, effectivement, la filtration causait une
diminution dans le pool d'ATP cellulaire, par comparaison entre les deux

fagons de procéder.

Les résultats obtenus sont présentés au tableau 4.1.




Tableau 4.1: Comparaison entre les quantités d'ATP.cell-! obtenues lorsque

<F3-

1'extraction est directe ou précédée de filtration.

VOLUMES [ATP]  ATP.cell-! VOLUMES [ATP] ATP.cel1-1
DE CULTURES DE CULTURES
FILTREES (EXTRACTION
* W DIRECTE) b ok
2 m 3,4 43 + 7 0,5 mL 0,8 41 + 1
Cv 0,12 CV 0,02
5 mL 8,2 42 + 8 1,0 mL 1,6 41 + 2
CV 0,19 CV 0,03
10 mL 18,2 46 + 2 1,5 mL 2,3 39 £ 2
Cv 0,04 Cv 0,04
*  [ATP] . concentration totale d'ATP, exprimée en nid
** ATP.cell-1: quantité d'ATP.cell-!, exprimée en fg.cell-?
+ : écart autour de la moyenne calculé a partir de X * ¢

Cv : coefficient de variation calculé avec n

6 (chaque volume
extrait par triplicata et analysé deux fois).
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Les résultats ne montrent pas de difféerence dans la quantité d'ATP

par cellule calculée pour les algues qui ont subi une filtration et celles

qui ont été traitees sans filtration. En conséquence, étant donné que la

filtration permet de procéder a 1'extraction avec une plus grande quantité

de matériel biologique, 1a méthodologie suivie dans cette section du travail

était 1a suivante:

i)

i)

1i1)

iv)

v)

vi)

filtrer 1'échantillon sur un filtre millipore (HA, 0,45 um)
introduire immédiatement le, filtre dans le DMSO (4,5 mL) en évi-
tant que le filtre séche (Hoim-Hansen et Karl, 1978)

bien agiter jusqu'a la dissolution du filtre

compléter le volume jusqu'a 10 mL en ajoutant du tampon MOPS
(5,5 mL, 10 mM) et garder 1'échantillon & -20°C jusqu'au moment de
1'analyse.

L'ajout du tampon provoque une précipitation du filtre, mais ceci
ne cause aucune interference avec le dosage de 1'ATP. Le jour de
1'analyse, une fois 1'échantillon decongele, il est centrifugé
pendant 10 min. (centrifugeuse clinique). Le surnageant est
conservé pour analyse.

preparer les étalons exactement comme les échantillons d'algues

doser 1'ATP comme deécrit dans le chapitre III (3.1 analyse des

échantillons).
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4.2.4 Mesures du C assimilée

— —— v— — ——-— —— — —— — —

L'activité photosynthétique, mesurée au moyen du !“C assimile, est

exprimée en termes de mg 12C ass.h-l.cell-l, et est calculée au moyen du

rapport:
Lug 12
ass x disp
120 = X 1,06
ass 14¢
disp
ou: ass = assimilé 1,06 = facteur de correction pour
disp = disponible N 1'assimilation sélective de
1'isotope (Plumb et Lee, 1979)
2 $13 ez a 14 1y
La procedure utilisee pour connaitre le Cdisp’ le CaSS et le
12 .
Cdisp est la suivante:
i) déposer 5 mL de 1'échantillon d'algues dans une fiole & scintilla-
tion et ajouter 25 pL de NaH!“CO; (bicarbonate de sodium -1lC,
20,0 uCi dans 1 mL d'eau stérile);
ii) immédiatement aprés, transferer 25 pL de cette fiole dans une

autre et ajouter 100 uL de phénéthylamine, afin de pieger le

14¢0,, ainsi que 5 mL d'aquasol. Ces fioles sont pretes pour étre

compteées. Les cpm obtenues (corrigées pour les 5 mL de culture)

correspondent au ll’Cdisp pour le matériel biologique present dans

les 5 mL de cultures échantillonnées;




iii)

iv)

v)

vi)

4.2.5
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incuber 1'échantillon a partir duquel on a préleve les 25 .,
pendant 20 min., @ la méme intensité lumineuse que les cultures

d'algues utilisées pour 1'expérience;

aprés 1'incubation, filtrer les organismes sur un filtre millipore
(HA, 0,45 um) prealablement ringé trois fois avec 2 mL H20 milli-
pore. Introduire le filtre dans une fiole a scintillation avec
5 mL d'aquasol. L'échantillon est prét pour le comptage. Les cpm
obtenus correspondent au ;“Cass pendant 20 min. Quelques échan-
tillons ont été filtres sur’deux filtres afin de vériffer 1'effi-
cacite de la filtration. Les resultats ont montré que les cpm

dégagées du deuxiéme filtre é€taient négligeables;

le lzcdisp est calcule en utilisant le pH, 1'alcalinité et les

constantes de dissociation, selon Stumm et Morgan (1981);

le compteur 3 scintillation utilise etait un 1215 Rackbeta-Liquid

Scintillation Counter (LKB Wallac).

— o —— o t— — e S d— — — — — — —

Expérience no 1

D'une culture mére de S. capricornutum en phase exponentielle de

croissance, cultivée dans les mémes conditions de pH, température et lumiére
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décrites dans le chapitre III (matériel et méthodes: 1- preparation des
cultures), quatre volumes de 100 mL ont été preleves dans des erlenmeyers de
250 mL et ensuite placés dans un aquarium @ la méme température et intensite

lumineuse, le pH n'étant pas contrdle.

Une des cultures a &té utilisée comme controle (culture 0) et les
trois autres ont regu une solution de CdSO, (sulphate de cadmium), les
concentrations finales de Cd étant respectivement de 10 ug.L-1 (culture 1),
de 100 pg.L-! (culture 2) et de 1000 pg.L-! (culture 3). Les erlenmeyers

ont été agités réguliérement durant 1'incubation.

Aprés 1'ajout du Cd, il y a eu un suivi de la croissance des
algues (Tableau 4.2), en faisant un denombrement cellulaire a trois temps
differents (0, 3h, 4h). Par ailleurs, a chaque heure durant 5 h, ainsi
qu'au temps zéro (immédiatement aprés 1'ajout), les valeurs de F et FocMy

ont été déterminées.
Discussion

Les valeurs de F correspondant & 1a culture 1 presentent tres peu
de différence par rapport au controle (culture 0) (tableau 4.3) et 1les

quelques petites differences au niveau de F ne semblent pas pouvoir étre

DCMU
attribuables @ un effet du Cd sur le systéeme photosynthetique. Les augmen-

tations avec le temps des deux mesures fluorimétriques dans les deux cultu-
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Tableau 4.2: Evolution avec le temps de la croissance d'algues, exprimée en
N cell.mL-1, dans les cultures exposées a 0, 10, 100 et
1000 pg.L-1 de Cd.

TEMPS TEMOIN 10 pg Cd.L=! 100 pg Cd.L-! 1000 pg Cd.L™!
0 445 860 445 860 445 860 445 860
3h 574 890 585 330 526 200 474 120
4 h 694 900 670 750 570 570 498 140
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Tableau 4.3: Varijations temporelles des valeurs de F et F avec des

DCMU
cultures de meme densitée cellulaire initiale
(445 860 cell.mL-1) exposées a 0, 10, 100 et 1000 pg.L-! de

Cd.

TEMPS  CULTURE 0 CULTURE 1 CULTURE 2 CULTURE 3
(0 pg.L-1cd) (10 pg.L-1cd) (100 pg.L-3cd) (1000 ug.L-1cd)

F F F F FF F F

DCMU DCMU DCMU DCMU
0 11,0 36,0 11,0 36,0 11,0 35,0 11,0 35,0
1h 11,0 36,0 11,0 37,0 11,0 32,0 15,0 25,0
2 h 11,0 36,0 11,0 39,0 11,0 32,0 18,0 24,0
3 h 12,0 39,0 13,0 43,0 11,0 35,0 20,0 25,0
4 h 16,0 53,0 16,0 50,0 12,0 - 22,0 25,0
5h 18,0 58,0 18,0 56,0 14,0 43,0 22,0 23,0

- : donnée manquante




res sont probablement un reflet de la croissance cellulaire qui a eu lieu,

comme 1'indiquent les mesures du dénombrement (tableau 4.2).

L'analyse des changements dans 1'incréement de 1la fluorescence
AF(FDCMU-F) constitue une fagon d'étudier la réponse de 1a population algale
face au toxique. Cependant, i1 est intéressant de signaler que la norma-

lisation des valeurs de AF (i.e. F -F) en utilisant le rapport &/F

DCMU DCMU
permet d'éliminer la variabilité associée aux difféerentes concentrations
cellulaires préesentes dans les cultures traitees (Slovacek et Hannan, 1977).
I1 est possible ainsi d'isoler 1'éffet toxique causé sur ie systéme
photochimique cellulaire exclusivement. De plus, ce rapport permet la
comparaison de 1'effet causé au niveau cellulaire sur des populations de

difféerentes densités. Vincent (1980) le définit comme 1'expression de la

“capacité de fluorescence cellulaire"”.

Dans ce contexte, étant donné que pour la culture 1, les pourcen-
tages de diminution de AF/FDCMU par rapport @ t = 0 calculés a chaque heure,
sont nuls ou prés de zéro (tableau 4.4), et appuyé par le fait que la
moyenne des valeurs n'est pas significativement differente de celle du con-
trole (tableau 4.4 et 4.5), il n'est pas possible de conclure qu'il y a eu
un effet nuisible sur la photochimie cellulaire, telle que refletee par ce
rapport.

Dans 1a culture 2, F et F montrent des valeurs plus faibles

DCMU

que celles obtenues dans 1a culture 0. Par ailleurs, F diminue 1égeéere-

DCMU
ment pendant 1a premiére et deuxiéme heure, rejoint 1a valeur correspondante




=Bl

Tableau 4.4: Valeurs de AF/FDCMU et pourcentage de leur diminution avec le
temps par rapport @ celles déterminées au temps O.
TEMPS CULTURE O CULTURE 1 CULTURE 2 CULTURE 3
AF/FDCMU % AF/FDCMU % AF/FDCMU % AF/FDCMU %
0 0,69 0,69 0,69 0,69
1h 0,69 0 0,70 0 0,66 4 0,40 42
2 h 0,69 0 0,72 0 0,66 4 0,25 64
3 h 0,69 0 0,70 0 0,69 0 0,20 71
4 h 0,70 0 0,68 1 - - 0,12 83
5h 0,70 0 0,68 1 0,67 3 0,04 94
X:AF/FDCMU 0,69 0,70 0,67 0,28
Cv 0,007 0,02 0,02 0,8

- : donnée manquante

AF /F

DCMU

= FpemF) / F

DCMU
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Tableau 4.5: Comparaison des moyennes des valeurs AF/F des cultures

DCMU
exposées au Cd avec celle de la culture controle, par 1'appli-
cation du test T-Student d'égalité des moyennes (variances

inconnues et supposées égales).

MOYENNES VALEURS NIVEAU DE NIVEAU DE

TESTEES DE t SIGNIFICATION SIGNIFICATION
a= 0,05 a= 0,01

CULTURE 0 1,52 Ho acceptée Ho acceptée

CULTURE 1

CULTURE 0 3,03 Ho rejetée Ho rejetée

CULTURE 2

CULTURE 0 4,32 Ho rejetée H° rejetée

CULTURE 3

@ = probabilité de rejeter H, (¥ = pp) alors qu'elle est vraie, p; et u
étant les moyennes des populations.




au temps zéro, au début de la troisiéme heure, et augmente de fagon signifi-
cative @ la cinquieme heure. Ce comportement, ainsi que les résultats du
dénombrement cellulaire, indiquent que 1a population a subi une phase d'ac-
climatation courte, comme le montre 1a densite cellulaire qui est 1égérement
décalée dans le temps par rapport a celle de la culture contrdle.

En méme temps, le rapport AF/F montre une diminution de 4%

DCMU
aprées 1 h d'exposition au Cd (tableau 4.4), ces reésultats refletant une

1égére toxicité du métal sur la photochimie cellulaire.

Dans 1a culture 3, i1 y a deux phenoménes qui se produisent en
méme temps. D'une part, F augmente trés visiblement dés le début de 1'expe-

rience, et d'autre part, F diminue brusquement pendant 1a premiére heure

DCMU
pour rester a peu prés constant par la suite (tableau 4.3).

Cet incrément de F ne peut étre entiéerement attribué a une augmen-
tation de biomasse, comme le montre 1e dénombrement cellulaire (tableau 4.2)

et le fait que FDCMU ne change presque pas.

Le site d'action du Cd dans les chloroplastes et 1a fagon dont ce
métal interfére avec le bon fonctionnement du systéeme photosynthétique sou-
1évent des questions complexes qui ne sont pas encore complétement éclair-
cies, mais i1 parait évident que le Cd affecte seulement 1'activité du
photosysteme II (PSII) et non celle du photosysteme I (PSI) (Li et Miles,
1975; Hampp et al., 1976; Baszynski et al., 1980).
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Puisque F est directement relie a 1'activite du PSII, la dimi-

DCMU
nution de ce paramétre dans la culture 3 indique une forte inhibition de ce
photosysteéme. Par consequent, le processus photochimique devient moins
efficace et puisque photochimie et fluorescence sont des fonctions comple-
mentaires (Roy et Legendre, 1979), il n'est pas éetonnant d'observer une
augmentation de F.

Le rapport AF/F est diminué de presque 100% aprés 5 h d'expo-

DCMU
sition au Cd (tableau 4.4). De plus, 1'incrément dans 1a biomasse pendant
les 5 h est presque nul. Ces résultats traduisent de fagon évidente 1'acti-

vité toxique du Cd au niveau cellulaire et de la population.

Les résultats de cette expérience ménent aux conclusions suivan-
tes:

- la sonde physiologique fluorescence (F; F ) est sensible @ une

DCMU
forte concentration de Cd (1000 pg.L-!) @ 1'intérieur d'une pério-
de d'exposition variant entre 1 et 5 h;

- elle ne refléte aucune toxicite lorsque 1a concentration de Cd est
de 10 pg.L-1; avec 100 pg.L-1, 1'effet n'est pas trés marqué entre

1 hetb5h d'exposition.

Les résultats reportés dans l1a littérature par des auteurs qui ont

travaille sur la toxiciteé du Cd avec 1'algue S. capricornutum montrent des

effets nuisibles de ce métal a des concentrations beaucoup plus basses que
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celles employées dans cette expérience. Par exemple, Chiaudani et Vighi
(1978) dans des conditions expérimentales semblables aux notres (milieu de
culture 1 AAP sans EDTA, méme pH initial) trouvent des inhibitions de crois-
sance de 50% a 3,9 pg.L'1 de Cd. Toutefois, i1 faut signaler que les temps
d'incubation étaient de 96 h et 7 jours et que la quantite d'inoculum était
difféerente (4 x 103 cell.mL-! au lieu de 445 860 cell.mL=!). Comme indiqué
par Kleppel et McLaughlin (1980), 1a densité cellulaire initiale peut avoir
une influence importante sur la toxicité. Les deux expériences suivantes

ont été réalisées afin de vérifier cette hypothése.

B- Expériences no 2 et no 3

Réalisées en deux jours consécutifs, toutes les deux ont etée me-

nées en suivant 1a méme procédure expérimentale.

A partir de 1a culture mére employée dans 1'expérience no 1, qua-
tre cultures expérimentales ont été preparees, par dilution avec du milieu
AAP modifie, chacune contenant une densite cellulaire differente:
5 000 cell.mL-! (culture 1), 10 000 cell.mL-! (culture 2), 25 000 cell.mL-!
(culture 3) et 50 000 cell.mL-! (culture 4). L'experience no 3 incluait

aussi une cinquiéme culture comme témoin (culture 0) avec 50 000 cell.mL-1.

Chacune des quatre cultures a regu la méme quantité d'une solution

de CdSO,, les concentrations finales de Cd &tant de 1000 ug.L~! dans 1'expé-

rience no 2 et de 100 pg.L-! dans 1'expérience no 3. Les erlenmeyers ont
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eété placés dans un aquarium dans les mémes conditions de température et
lumiére décrites antérieurement, le pH n'étant pas controle, et ont subi une

agitation réguliére pendant 1a durée de 1'expérience.

Des mesures de fluorescence, F et FDCNU’ ont été determinees tout
au long de 1'expérience (temps zéro, immédiatement aprées 1'ajout) (Tableaux

4.6, 4.7, 4.8).
Discussion (expérience no 2)

L'analyse des résultats présentés aux tableaux 4.6, 4.7 et 4.8 met

en évidence les faits suivants:

- F augmente 1égérement jusqu'au temps 3 h;

- la diminution 1a plus marquée de F se fait dans les 15 premie-

DCMU

res minutes; les valeurs de F restent a partir de ce moment

DCMU
pratiquement constantes jusqu'a 3 h;

- les variations dans les valeurs de AF/FDCMU montrent qu'il s'est
produit une diminution de la capacitée de fluorescence cellulaire,
et que cette diminution est plus grande avec le temps;

- les tests d'égalite des moyennes de AF/F ne montrent aucune

bCMU
difference significative entre les cultures. De plus, les pour-
centages de diminution de ce rapport sont pratiquement les mémes

pour chacune des cultures, sauf dans l1a culture 1, ol ils sont

toujours plus faibles.
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Tableau 4.6: Variations avec le temps des valeurs de F et FDCMU des cultu-
res exposées aux mémex concentrations de Cd (1 000 pg.L-1)

avec des densités cellulaires initiales différentes.

TEMPS  CULTURE 1 CULTURE 2 CULTURE 3 CULTURE 4
(5000 cel1l.mL=-1) (10000 cell.mL-1) (25000 cell.mL=!) (50000 cell.mL-1)

© Foomy 3 Focmy  Foomy ¥ Foomu

0 0,22 0,54 0,30 0,80 0,80 2,20 1,50 4,30
15m 0,15 0,30 0,30 0,56 0,80 1,80 1,50 3,20
30m 0,16 0,32 0,30 - 0,80 1,60 1,50 2,60
1h 0,16 0,30 0,30 0,53 0,86 1,50 1,60 2,60

ln4om 0,20 0,32 0,3 0,60 1,00 1,60 2,00 3,20
2h30m 0,20 0,37 0,42 0,60 1,00 1,60 2,00 3,20
3n 0,20 0,32 042 0,60 1,00 1,60 2,00 2,90

20n 0,12 0,14 0,28 0,30 0,73 0,76 1,40 1,40

- : donnée manquante
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Tableau 4.7: Valeurs de AF/FDCMM et pourcentages de leur diminution avec le
temps par rapport a celles déterminées au temps zéro.

CULTURE © CULTURE 1 CULTURE 3 CULTURE 4
TEMPS (5000 cell.mL=1) (10000 cell.mL-1) (25000 cell.mL~1) (50000 cell.mL-1)

NFlfpewy % Slfpgy B Flpy ¢ Blpgy  F

0 0,59 0,63 0,64 0,65
15 m 0,50 15 0,46 27 0,55 14 0,53 18
30 m 0,50 15 = - 0,50 22 0,42 35
1h 0,47 20 0,43 32 0,43 33 0,38 42
l1hdom 0,38 36 0,36 43 0,38 40 0,38 42
2h30m 0,46 22 0,30 52 0,38 40 0,38 42
3h 0,38 36 0,30 52 0,31 52 0,31 52
20 h 0,14 76 0,07 89 0,04 8 0,00 100

X: OF /Fpepy 0.47 0,41 0,46 0,44

Gy 0,15 0,32 0,29 0,27

* l1a moyenne est calculée avec les 7 premiéres valeurs, c'est-a-dire jusqu'au

temps 3 h
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Tableau 4.8: Comparaison des moyennes des valeurs de AF/F des cultures

DCMU
exposées a la méme concentration de Cd (1000 pg.L-1!) mais avec
des densités cellulaires initiales differentes. Application
du test T-Student d'égalité des moyennes (variances inconnues

et supposées égales).

MOYENNES VALEURS NIVEAU DE

TESTEES DE t SIGNIFICATION
a = 0,05

CULTURE 1 1,076 Ho acceptée

CULTURE 2

CULTURE 1 0,1948 Hy acceptée

CULTURE 3

CULTURE 1 0,5792 Ho acceptée

CULTURE 4

CULTURE 2 0,7547 Ho acceptée

CULTURE 3

CULTURE 2 0,4498 H0 acceptée

CULTURE 4

CULTURE 3 0,3257 Hy acceptée

CULTURE 4

a = probabilité de rejeter Hy (i = pp) alors qu'elle est vraie.
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Ce dernier phénoméne pourrait étre non significatif si on admet
que les valeurs de F et de Fy.\, (temps zéro) correspondant a une concen-
tration de 5000 cell.mL-! sont prés de 1a limite de détection du fluorimétre

(= 2000 - 2500 cell.mL-1).

Dans les quatres cultures, ces pourcentages sont 1égérement infée-
rieurs a ceux de la culture 3 de 1'expérience préecédente; par exemple, a
3 h, ils sont respectivement de 52 et 71%, la concentration de Cd utilisee
étant 1a méme dans les deux cas. Ces différences pourraient s'expliquer par

les faits suivants:

les expériences ne sont pas realisées exactement dans les mémes
conditions; dans 1'expérience présente, les algues subissaient une
dilution avec le milieu de culture, alors que dans 1'expérience no
1 elles étaient simplement prélevées du ballon contenant la cultu-

re mére;

les cellules provenant de la culture meére etaient, dans cette
expérience plus agées d'un jour que dans 1'expérience no 1;

apres 20 h, F et F sont presque égales a toutes les concentra-

DCMU
tions, ce qui donne des pourcentages d'inhibition de la capaciteé
de fluorescence cellulaire d'environ 100% (comme dans la culture 3
de 1'expérience no 1). Cependant, les deux mesures ont diminué

par rapport a celles prises pendant les trois premiéres heures.

Cela indique qu'il y a eu probablement réduction de 1a population
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viable, si on tient compte qu'il existe une trés bonne relation de
proportionnalité entre le denombrement et les valeurs de F et

FDCMM(tempS zéro) (figure 4.1).
Discussion (expérience no 3)

Comme dans 1'expérience no 1, 1'effet causé par une concentration
de 100 g.L- de Cd ne se refléete pas tres fortement sur la fluorescence.
Les changements de FDCMU pendant les deux heures de contact avec le Cd res-

tent trés faibles (tableau 4.9).

Cependant, jusqu'au temps 2 h, les cultures expérimentales réagis-

sent différemment du controle:

- le rapport F/F est diminué en relation avec les valeurs dé-

DCMU
terminées au temps zéro, dans toutes les cultures exposées au Cd.
En moyenne, cette diminution est d'environ 5% (tableau 4.1U), un
résultat qui est du méme ordre de grandeur que celui calculé dans
1'expérience no 1, pour la culture 2 (100 g.L- de Cd), lorsque
le temps d'exposition était aussi de 2 h. Cette concordance dans
les résultats se produit malgré que les densites cellulaires in%-
tiales des cultures utilisées dans les deux expériences soient

nettement differentes (expérience no 1, culture 2:

445 860 cell.mL- vs expérience no 3, cultures 1, 2, 3 et 4:

5 000, 10 000, 25 000 et 50 000 cell.mL- respectivement);
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Tableau 4.9: Variations temporelles de valeurs de F et de FDCMU’ des

cultures exposées a 1a méme concentration de Cd (100 upg.L- ),
avec des densités cellulaires initiales différentes.

TEMPS  CULTURE O CULTURE 1 CULTURE 2 CULTURE 3 CULTURE 4
(50 000 (5 000 (10 000 (25 000 (50 000
cell.mL- ) cell.mL- ) cell.ml- ) cell.mL- ) cell.mL~ )

FOF FF FF FOF

Focmy DCMU DCMU DCMU DCMU

0 1,50 3,50 0,14 0,36 0,28 0,63 0,73 1,60 1,40 3,20
15m 1,50 3,50 0,14 0,33 0,27 0,62 0,72 1,50 1,50 3,10
30 m 1,50 3,60 0,14 0,30 0,27 0,58 0,72 1,50 1,50 3,00
1lh 1,50 3,70 0,11 0,30 0,26 0,58 0,70 1,50 1,40 3,00
2 h 1.50 4,20 0,16 0,33 0,29 0,64 0,67 1,50 1,40 3,00
18h30m 4,40 13,0 o,l¢é 0,48 0,34 0,90 0,94 2,40 2,00 5,30
24h30m 6,00 18,0 0,19 0,57 0,39 1,00 1,00 2,70 2,40 6,40




7.

Tableau 4.10: Valeurs de F/FDCMU et pourcentages de leur diminution avec le
temps par rapport a celles déterminées au temps zéro.

CULTURE O  CULTURE 1 CULTURE 2  CULTURE 3 CULTURE 4
TEWPS
Ffoomy % Flfpom % Flpy * Flpow ®  Flpom ®
0 0,57 0,61 0,56 0,54 0,56
15 m 057 0 05 5 0,56 0 052 4 052 7
0m o8 0 0,53 13 0,53 5 0,52 4 0,50 11
1h 059 0 05 5 055 2 053 2 053 5
2h3m 0,64 O 052 15 05 2 055 0 0,53 5
18h30m 066 O 066 O o062 0 06l 0 0,62 0
24nh30m 066 O 066 O 061 0O U063 0 0,63 0
*Y e
X: F/F g 0559 0,56 0,55 0,53 0,53
Cy 0,05 0,07 0,02 0,03 0,04

* moyennes calculées avec le 5 premiéres valeurs (temps 2 h)
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- les moyennes des valeurs de F/F sont toutes significativement

DCMU
différentes du contrdle, sauf pour la culture 1 (tableau 4.11).

Les déterminations de F et FDCMU a 18h 30min. et 24h 30min.
montrent un comportement nouveau par rapport a celui présenté pendant les
deux premiéres heures, car les deux valeurs augmentent dans toutes les
cultures. Il y a eu, en conséquence, une reprise de la capacité de
fluorescence cellulaire, aprés une phase d'acclimatation. Effectivement,
Tes valeurs de F/Fp\ @ 18 h 30 min. et 24 h 30 min. sont méme plus €levées
qu'au temps zéro. I1 est possible de penser que les cellules avaient déja
leur capacité de fluorescence 1égérement diminuée au debut de 1'expérience,

du fait que la culture utilisee commengait la phase stationnaire de

croissance.

De plus, il est intéressant de remarquer qu'autant les valeurs de

F comme celles de F gardent, comme au temps zéro, une bonne relation de

DCMU
proportionnalite avec les densités cellulaires initiales (figures 4.2, 4.3
et 4.4). Cela semble indiquer que toutes les cultures ont subi une phase

d'acclimatation de méme durée.

En conséquence, a la vue des resultats des expérience no 1, 2 et

3, i1 est possible de conclure que:

- aucun effet relie a la densite cellulaire ne s'est manifeste sur
la toxicité au niveau cellulaire (capacité de fluorescence
cellulaire) lorsque la concentration de métal utilisée est de

1000 pg.L-! et de 100 pg.L" ;
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Tableau 4.11: Comparaison des moyennes des valeurs de AF/FDCMU des cultures
exposées a la méme concentration de Cd (100 ug.L-1) avec des
densites cellulaires initiales differentes. Test T-Student
d'égalité des moyennes (variances inconnues mais supposées

égales).
MOYENNES VALEURS NIVEAU DE NIVEAU DE
TESTEES DE t SIGNIFICATION SIGNIFICATION

@ = 0,05 « = 0,01

CULTURE 0 1,4033 H, acceptee H, acceptée
CULTURE 1
CULTURE O 2,8233 Ho rejetée Ho acceptée
CULTURE 2
CULTURE 0O 4,1974 Ho rejetée Ho rejetée
CULTURE 3
CULTURE O 3,6882 Ho rejetée Ho rejetée
CULTURE 4
CULTURE 1 0,5646 Ho acceptée Hy acceptée
CULTURE 2
CULTURE 1 1,6760 H, acceptée Ho acceptée
CULTURE 3
CULTURE 1 1,5399 H, acceptée H, acceptée
CULTURE 4
CULTURE 2 2,5095 Ho rejetée Ho acceptée
CULTURE 3
CULTURE 2 1,7966 H, acceptée Hy acceptée
CULTURE 4
CULTURE 3 0,0000 Ho acceptée Ho acceptée
CULTURE 4
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- cependant, une concentration de 100 pg.L-!, lorsque les densités
cellulaires sont faibles (cultures de 1'expérience no 3), induit
des phases d'acclimatation plus longues que sur une culture plus
concentrée (culture 2, de 1'expérience no 1). Cela signifie, @ un
degrée de toxicité sublétale, un effet different selon que 1'on
considére le niveau d'organisation cellulaire ou le niveau

d'organisation population.

I1 est possible aussi que 1'état physiologique des cultures de
1'expérience no 3, lesquelles se trouvaient @ 1a fin de la phase exponen-

tielle de croissance, ait favorisé une phase d'acclimatation plus longue.
C- Expérience no 4
Cette expérience avait pour but de comparer la sensibilité des

trois sondes physiologiques choisies: fluorescence, ATP cellulaire et

assimilation du C, Torsqu'une culture de S. capricornutum €tait exposée a

une concentration donnée de Cd.

Les résultats des expériences précédentes ne montrent pas des
effets toxiques trés prononcés liés a la fluorescence lorsque la concentra-
tion de Cd utilisée était de 100 ug.L-!. Afin d'assurer une réponse avec
les trois paramétres, la dose toxique a &té augmentée 3 300 ug.L-1. De
plus, signalons qu'au moment de commencer 1'expérience, la culture se trou-

vait au début de la phase exponentielle de croissance.
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La procédure suivie a été la suivante:

La culture cultivee sous des conditions de température, lumiére et
pH contrdlées (20°C, 115 pE.m-2.s-! et pH 6,3) &tait divisée en deux volumes
égaux (1,5L), au moment ou la phase exponentielle de croissance debutait.
Un des volumes a eté utilisé comme culture controle, et 1'autre comme cultu-
re expérimentale (i.e. ajout de 300 ug.L-! de Cd) et tous les deux ont été
replacés dans 1'aquarium dans les mémes conditions de départ (T°, lumiére,

pH et agitation continue).

A chaque heure, pendant huit heures (temps zéro avant 1'ajout du
Cd) ainsi qu'a 24 heures, on a effectué des mesures de fluorescence (F et
F ), d'extraction de 1'ATP cellulaire, de fixation du 1“C et de denombre-

DCMU *?
ment cellulaire.

Discussion (fluorescence et dénombrement)

L'ajout du Cd est mis en évidence & deux niveaux: premiérement, au
niveau cellulaire, 1a capacite de fluorescence est diminuee de 15% pendant
les huit premiéres heures, pour atteindre 23% apres 1 jour d'exposition
(Tableau 4.12). Cependant, bien que le pourcentage d'inhibition des valeurs
de AF/FDCMU est plus grand lorsque 1a dose toxique est plus forte:

4% avec 100 pg.L-! (expériences 1 et 3);

15% avec 300 pg.L-! (expérience 4);

100% avec 1000 pg.L-1 (expériences 1 et 2);




Tableau 4.12: Variation avec le temps des valeurs de F et F
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DCMU
culture contrdle et celle exposée a 300 pg.L-! de Cd.

de AF/FDCMU et pourcentages de leur diminution avec 1
par rapport d celles déterminées au temps zéro.

dans la

Valeurs
e temps

TEMPS CULTURE CONTROLE CULTURE EXPERIMENTALE
Foo Foow S/Fpewy * F Fpoomy &fpewy %
0 5,20 15,0 0,65 5,20 15,0 0,65
1h 6,00 16,0 0,63 3 5,90 14,0 0,58 10
2 h 6,10 17,0 0,64 2 5,90 13,0 0,55 15
3h 6,30 18,0 0,65 0 5,80 13,0 0,55 15
4 n 6,90 19,0 0,64 2 5,90 13,0 0,55 15
5h 7,00 20,0 0,65 0 5,90 13,0 0,55 15
6 h 7,40 21,0 0,65 0 5,80 13,0 0,55 15
7h 7,70 23,0 0,67 0 5,80 13,0 0,55 15
8 h 8,00 24,0 0,67 0 5,90 13,0 0,55 15
24 h 23,0 64,0 0,64 2 6,50 13,0 0,50 23
X: AF/Fpemu 0,65 0,56
C, 0,02 0,07

*

Le test t-Student d'égalité des moyennes, appliqué sur les moyennes des
valeurs de AF/FDCMU (n = 10), donne des moyennes significativement dif-
férentes aux niveaux de signification a« = 0,05 et a = 0,01.
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cette variable semble tout de méme une sonde peu sensible a 1'intoxication
si on tient compte que les pourcentages ne sont pas tres éleves (sauf pour
1000 pg.L-! de Cd) en relation avec les fortes concentrations de Cd utili-
sées. Ceci suggére (pour des cellules intactes) que la quantité de cadmium

pouvant atteindre 1'intérieur du chloroplaste est trés faible.

Deuxiemement, au niveau population, la croissance est fortement
affectée. L'incrément de la biomasse avec le temps est presque nul par

rapport a celui de la culture contrdle, (tableau 4.13)

Discussion (ATP cellulaire)

Dans le but de déterminer si le pool d'ATP cellulaire se voit
modifié, par rapport a celui d'un contrdle, comme conséquence de la présence
d'une substance toxique dans le milieu de culture, il est nécessaire de
référer la concentration totale d'ATP 3 une mesure de 1a biomasse présente,
sinon les resultats peuvent conduire a plusieurs interpretations. Par
exemple, une diminution dans 1a concentration totale d'ATP peut étre expli-
quée par une diminution dans le pool intracellulaire, mais aussi par une

baisse de la population viable.

Dans les expériences qu'on retrouve dans la littérature sur 1'étu-
de des variations de 1'ATP cellulaire causées par une situation de stress

environnemental (manque d'un @lement nutritif, presence d'une substance
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Tableau 4.13: Evolution de 1a croissance avec le temps dans la culture con-
tréle et celle exposée d 300 pg.L-1 de Cd.

TEMPS CULTURE CONTROLE CULTURE EXPERIMENTALE
X cell.mLt-! £ o Cy X cell.m-1 ¢+ ¢ Cy
0 178 800 + 6080 0,03 178 800 * 6080 0,03
1h 249 080 + 2120 0,009 224 960 * 9440 0,04
2 h 205 160 = 1520 0,007 175 680 =+ 720 0,004
3 h 204 520 + 1360 0,007 172 480 * 1640 0,01
4 h 235 520 + 1960 0,008 182 560 * 3240 0,02
5h 266 280 + 5280 0,02 182 040 £ 2480 0,01
6 h 289 720 £ 3680 0,01 185 920 * 2320 0,01
7 h 299 480 + 4680 0,02 193 160 + 920 0,005
8 h 312 320 + 5880 0,02 207 600 + 520 0,003
24 h 607 840 + 24240 0,04 238 000 * 1680 0,007

X cell.mL-1 + o: calculées sur trois comptages différents du méme échantil-
Ton
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toxique, variation de pH), les résultats sont présentés de fagon assez héte-

rogéne:

- pourcentage d'ATP par rapport a un controle (Kennicutt, 1980;
Pridmore et Hewitt, 1983);

- pourcentage d'ATP en fonction du carbone organique cellulaire
(Riemann et Wium-Andersen, 1981; Holm-Hansen, 1970);

- concentration d'ATP dans 1'échantillon, quantité d'ATP par uniteé
de chlorophylle-a (Brezonick et al., 1975);

- concentration d'ATP par milligrammes de protéeine (Schimz et

Holzer, 1979).

Ceci rend 1a comparaison des résultats avec ceux d'autres auteurs
trées difficile, particuliérement au niveau quantitatif, si en plus on tient
compte de la variabiliteé des espéces utilisées et du fait que les concentra-

tions cellulaires sont rarement indiquées.

Dans cette expérience, comme dans les precedentes ou 1'ATP a été
extrait, la concentration totale d'ATP est divisée par le nombre total de
cellules. Donc, les resultats préesentés sont assujettis a deux sources
d'erreur, celle associée a la determination des concentrations d'ATP et

celle 1iée au comptage cellulaire.
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Les résultats concernant 1'extraction de 1'ATP, préesentés dans le
tableau 4.14, montrent que la replicabilité de la méthode est bonne, avec

des C,, toujours inferieurs a 10%, sauf pour les extractions correspondant

v
aux temps 5h, 6h et 7h de 1a culture controle. Cette situation est diffici-
lement explicable car les manipulations expérimentales ont toujours été

faites de fagon rigoureuse.

Les comptes cellulaires sont préesentés dans le tableau 4.13. La
briéveté des intervalles de temps ainsi que le besoin de réaliser les autres
mesures soit ATP, 1“C et fluorescence émpéchait la préparation de replicats,
cependant chaque échantillon a été compté trois fois et les Cy correspon-

dants ne dépassent pas 3%.

En méme temps, les comptages realisés sur la culture contrdle
semblent en accord avec les résultats de FDCMU’ étant donne que la droite de

régression associée a ces deux variables présente un r2 = 0,9604.

I1 reste, néanmoins, que les comptes obtenus pour le temps 1 h,
autant pour la culture contrdole que pour la culture expérimentale, sont trop
élevés en relation avec le précédent (temps zéro) et ceux qui suivent (temps
2h, 3h). De plus, les résultats correspondant aux concentrations totales
d'ATP pour le temps 1 h ne confirment pas cette brusque augmentation de bio-
masse (Tableau 4.14). Pour ces raisons, on a consideré ces valeurs comme
erronées (presence probable de saletés ou de bulles d'air dans 1'appareil)

et en conséquence on ne tient pas compte des résultats d'ATP-cell-! pour le
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Tableau 4.14: Variation avec le temps de la quantité d'ATP-cell-! dans 1a
culture contrile et celle exposée d 300 pg.L-! de Cd.

TEMPS CULTURE CONTROLE CULTURE EXPERIMENTALE
[ATP] Cy ATP.cell-! [ATP] C, ATP.cell”!
0 16,8 + 1,0 0,05 52,0 16,8 + 1,0 0,05 52,0
1h 17,3 £+ 0,6 0,03 - 17,6 + 0,5 0,03 -
2 h 17,6 * 1,2 0,07 47,0 18,2 * 0,7 0,03 57,0
3 h 19,2 + 0,8 0,04 51,0 18,5 + 0,5 0,02 59,0
4 h 20,9 £ 0,6 0,03 49,0 17,9 £ 0,6 0,03 54,0
5h 24,3 + 2,9 0,12 50,0 18,7 + 1,1 0,06 56,0
6 h 22,6 + 4,3 0,19 42,0 19,1 £ 0,9 0,05 56,0
7 h 24,6 + 3,6 0,14 45,0 18,6 + 0,7 0,03 53,0
8 h 22,0 £ 0,8 0,04 38,0 19,3 £ 0,3 0,02 51,0
24 h 46,5 + 2,2 0,05 42,0 23,7 +1,3 0,05 54,0
X: ATP.cell-! 46,2 54,6
C, 0,10 0,04
[ATP]: concentration moyenne d'ATP totale dans 1'échantillon, en mM,

calculée sur trois réplicats, chacun analysé deux fois (n = 6)

ATP.cel1-1: exprimée en fg.cell~!
- voir explication dans le texte
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lors de 1'analyse des résultats. Les figures 4.5 et 4.6 montrent

1'évolution avec le temps du pool d'ATP intracellulaire dans les deux

cultures.

On peut constater les faits suivants:

les valeurs dans 1a culture expérimentale se maintiennent toujours
au dessus de celles de la culture contrdle. Les deux moyennes
(Tableau 4.14) sont significativement difféerentes au niveau
a = 0,01. Cependant, 1'allure des deux figures se ressemblent et

il parait exister un certain parallélisme dans le temps;

pour la culture expérimentale i1 ne se produit aucune diminution
de 1'ATP.cell-! avec le temps. On remarque plutdt une constance
autour de 1a moyenne (Cv = 4%) avec des fluctuations explicables

aux erreurs associées aux mesures;

d'aprés les résultats i1 est possible de conclure que dans 1la
culture expérimentale il n'y a pas eu mort cellulaire. Bien que
le compteur de particules ne permet pas de differencier entre
cellules viables et cellules mortes ou debris cellulaires
(Rehnberg et al., 1982; Butterwick et al., 1982), une réduction
dans la population viable aurait cause une diminution dans 1la
concentration d'ATP dans 1'échantillon, étant donne le court temps

de survie de cette molécule;
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les valeurs pour la culture controle fluctuent plus que pour 1la
culture expérimentale (Cv = 10%). Ces fluctuations peuvent peut-
€tre étre associées au fait que les cellules se divisent conti-
nuellement (l1a culture n'est pas synchronisee) et 1'ATP est sans
doute une molécule qui participe dans le processus de mitose cel-
lulaire. Cependant, on n'a pas trouvé de références qui puissent
appuyer cette hypothése. Les extractions dans des intervalles de

temps plus courts pourraient contribuer @ éclairer ce probléme.

Finalement, i1 reste & savoir pourquoi le pool d'ATP.cell-! de 1a

culture expérimentale se maintient toujours supérieur 3 celui des cellules

de 1a culture contrdle. I1 y a deux possibilités:

(1)

(ii)

supposer que la présence du Cd aurait causé une augmentation du
pool. Cette hypothése est cependant difficile a soutenir, car
d'aprés la theorie sur la regulation du métabolisme cellulaire
(Atkinson, 1977), 1a cellule a tendance a@ maintenir son pool d'ATP
constant. Lorsque le stress environnemental est suffisamment fort
pour empécher le maintien de 1'homéostase cellulaire, le pool
diminue;

la difference est due a la variabilite inter-cultures (ballons
differents, controleurs de pH difféerents, etc.). Dans ce cas, le

pool est gardé constant pendant le temps d'exposition au toxique.
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Cette hypothése semble 1a plus plausible, bien que d'autres expériences sont
nécessaires pour pouvoir confirmer qu'au moins, dans les conditions ol nos

expériences ont été réalisées, le pool d'ATP reste inchangeable.

Si on admet cette hypothése, on pourrait conclure que 1'ATP ne
constitue pas un bon indicateur du stress auquel les algues sont soumises,
puisqu'une diminution ne pourrait €tre observée que dans la mesure ol tous

les processus de la division cellulaire sont inhibés.

Holm-Hansen (1970) fait remarquer que dans des études ou la viabi-
1ité cellulaire était détermine, le niveau d'ATP par cellule viable était
maintenu uniforme pendant des périodes de stress nutritionnel. D'un autre
coté, Brezonik et al. (1975) montrent que la diminution dans le contenu
d'ATP (ug.L-1) d'une culture de Chlorella exposée a 100 pg.L-! de Hg pendant
80 m est due principalement @ des changements dans le pool d'ATP cellulaire,
plutdt qu'a une reéduction dans 1a population des cellules viables. Il con-
clut, en conséquence, que des doses letales de Hg ne sont pas nécessaires

pour induire des changements dans le pool d'ATP.

Dans tous les cas, lorsqu'on utilise 1'ATP comme indicateur de

toxicité, il est trés important:

a) de référer les quantités d'ATP a une mesure de biomasse;

b) de pouvoir déterminer la viabilite des cellules présentes.




-113-
Discussion (assimilation de carbone)

La culture expérimentale présente un comportement bien differencié
de celui de la culture controle car 1'effet toxique du Cd se manifeste trés
clairement par les variations du taux d'assimilation du 12C dans le temps
(Tableau 4.15). Pendant les trois premiéres heures, 1a toxicité n'est pas
mise en évidence; la quantité de 12C assimilé est en moyenne de 10,6 x 10-10
(Cv = 0,02), valeur trés semblable a celle du contrdle, 11,9 x 10-10
(Cv = 0,25). Cependant, aprés 7h, i1 s'est produit une diminution d'environ

44%. Aprés 24 h elle est de 64%.

Ces reésultats appuient ceux d'autres auteurs (Couture et al.,
1981, Fitzwater et al., 1983, Hamp et al., 1975) sur le fait de pouvoir
considérer 1'assimilation du 1“C comme indicateur sensible a la toxicitée

causée par certains métaux (Cd, Cu).
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Tableau 4.15: Evolution dans le temps du 12C assimile par les cellules de la
culture contréle et celle exposée @ 300 pg.L-! de Cd.

TEMPS CULTURE CONTROLE CULTURE EXPERIMENTALE
14 assimilé 120 assimilé 14 assimilé 12¢ assimile
cpm.h-1 mg.h~1l.cell-1 cpm.h-1! mg.h~Ll.cel1-1!
0 17 292 9,5 x 10-10 19 116 10,4 x 10-1°
1h 23 952 - 19 416 -
2 h 22 368 10,7 x 10-10 19 143 10,6 x 10-1°
3h 36 942 17,6 x 10-10 19 332 10,9 x 10-10
4 h 19 359 8,0 x 10-19 12 051 6,4 x 10-10
5 h 38 445 14,1 x 10-10 17 691 9,5 x 10-10
6 h 30 741 10,4 x 10-10 13 524 7,1 x 10-10
7 h 33 156 10,8 x 10-10 10 674 5,6 x 10-10
8 h 33 300 10,4 x 10-10 13 320 6,3 x 10-10
24 h 98 508 15,8 x 10-10 13 977 5,7 x 10-10
X : 12C assimilé 11,9 x 10-10
Cy 0,25
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CONCLUSIONS

Etant donné le besoin surgi de consacrer un effort considérable 3 1la
mise au point de l1a méthodologie pour la détermination des valeurs de
CEA, il fut rejeté, dans le cadre de cette étude, 1a réalisation des
expériences sur 1'utilisation de la CE, comme paramétre toxicologique
sur les cultures de S. capricornutum.

Du point de vue de 1a méthode analytique, 1'apport le plus important de
ce travail concerne le dosage de 1'AMP, en particulier:

le besoin d'employer un réactif purifié;

1'augmentation de temps d'incubation des &chantillons 3 deux
heures;

1'importance de tenir compte de 1'effet "quencheur" du réactif C.

Du cOté de 1'applicabilité de 1a CE, en tant que sonde physiologique
dans le domaine de la toxicologie aquatique, i1 est important de tenir
compte de 1'exigence des manipulations complexes en laboratoire, ainsi
que de 1'emploi des reactifs délicats et trés couteux. Donc, son
utilisation n'est pas recommandée comme paramétre de routine.

Le rapport AF/FDCMU ou "capacité de fluorescence cellulaire" met clai-
rement en évidence la toxicité du Cd sur le systeme photochimique de la
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cellule, lorsque sa concentration est de 1000 ug.L-! (1 3 5 h d'exposi-
tion). 1I1 se montre, cependant, peu sensible & 1'intoxication pour des
concentrations de 100 pg.L-! (1 3 5 h d'exposition) et de 300 pg.L-1 (1
d 8 h d'exposition). Cela suggére, que pour des cellules intactes, la
quantité de Cd pouvant atteindre les chloroplastes est faible.

Aucun effet de densité n'est mis en évidence sur la toxicité au niveau
cellulaire lorsque la concentration de Cd est de 100 ug.L-! et de
1000 pg.L-1.

Les résultats des expériences sont en accord avec 1'idée suggérée par
p 9

d'autres auteurs sur le fait que le Cd endommage davantage le PSII que
le PSI.

La concentration de 300 pg.L-! de Cd semble n'avoir aucun effet sur le
pool d'ATP cellulaire si on admet que celui-ci est maintenu constant
pendant les 24 h d'exposition. Cependant, étant donné certains résul-
tats rapportés dans la littérature, ceci devrait etre confirmé par
d'autres expériences suivant 1a méme approche que celle de 1'expérience
présentée dans ce travail.

L'assimilation du carbone se montre le paramétre le plus sensible a la
toxicité du Cd, avec un pourcentage de diminution par rapport au
contrdle de 64% aprés 24 h d'exposition (300 pg.L-! de Cd).
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