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. RESUME 

• Parmi les écosystèmes expérimenL~ux, nous avons choisi celui 

J de la rhizosphère de Len:n,! min9E et nous y avons étudié la croissance de 

cette plante arale monocotyle et celle de la microflore en conditions nor­

males et en présence de pétrole brut et raffiné. En conditions normales, 

la concentration du milieu minéral-support et le pH s'y avèrent des fac­

teurs importants pou:. la croissance de cett~ plante. Par ailleurs, en 

présence d'huile brute ou raffinée, on constate qu'il y survient, à partir 

d'un seuil de toxicité voisin de 0.01 ]..Il/ml, ur. ralentissement graduel de 

l'accroissement d'..l nombre de frondes au niveau de cette plante et un effet 

bactériostatique progressif en fonction de la dose. Ce frein ~e croissance 

induit par le pétcol~ brut et raffiné slcxplique du moins partiellEment par 

le fait que ce produit induit une inhibition graduelle de la synthèse des 

acides riboIillcléiques essentiels à tout anabolisme de croissance. 

viii 



INTRODUCTION 

Dans le domaine des essais biologiques, la plupart des expérien­

ces décrites dans la littérature sont effectuées à l'aide d'un seul type 

d'organisme. Les résultats obtenus par cette ffiéthode donnent divers 

renseignements et precisent les effets de diverses substances sur ces 

organismes. Par ailleurs, les effets possibles de celles-ci sur l'en­

semble écologique d'un milieu a~u.:ltique spécifique sont très difficilt:;s 

à établir. 

Dans cette dernière optique, nous avons tenté, lors de ce travail 

expérimental, de donner une dimension plus globale aux essais biologiques 

en utilisant un écosystème aquatique relativement élaboré. On peut dé­

finir un écosystème comme un tout dyna~ique où il y a interaction entre 

les composants biotiques eux-mêmes; ainsi qu'entre ces derniers et les 

composants abiotiques (le milieu). D'autre part, rappelons ici que les 

espèces vivantes ont des seuils de tolérance différents vis-à-vis des 

multiples facteurs de l'environnement et des produits toxiques. 

A partir de ces deux principes de base, interaction et tolérance 

différentielle des espèces, nous pouvons prédire que l'élimination ou 

simplement la réduction en nombre d'une ou de quelques espèces plus 

sensibles provoquera un changement notable dans la composition finale de 

la communauté biotique et que ces changements seront différents selon le 

facteur ou la substance toxique étudiée. Par exemple, l'élimination d'un 

certain nombre d'organismes provoquera une augmentation de la population 

bactérienne (décomposeurs). 



L'écosystème qui est utilisé dans cette étude est celui de la 

rhizosphère de Lemna minor, employé par Co1er et Gunner (4), (5), (6). 

• ... Son utilisation offre des possibilités uniques d'observations ft'équen­

tes tout en minimisant la manipulation des organismes, ce qui élimine 

une cause de stress étrangers à l'expérience. 
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Comme c'est le cas pour tout essai biologique, notre but est de 

caractériser les effets que peuvent avoir certaines substances sur l'éco­

système en question. Nous avons choisi les huiles brutes et raffinées 

que l'on retrouve fréquemment dans le milieu aquatique. 

Le phénomène de pollution, accidentel ou volontaire qu'elles oc­

casionnent étant devenu quasi quotidien, il est donc impérieux de mieux 

connaître les mécanismes d'impact et les effets sur les écosystèmes d'eau 

douce de ces déversements d'huiles. 

La compréhension des mécanismes d'impact sur l'environnement sui­

te à l'injection d'huiles fait appel à de multiples connaissances portant 

sur le comportement physique, physico-chimique et biochimique des diffé­

rentes substances entrant dans la composition de ces huiles, sur leur to­

xicité relative vis-à-vis des organismes associés et sur la résistance 

des espèces en fonction de leur comportement écologique, physiologique 

et métabolique. 

Ce type de recherche, utilisé pour mieux comprendre la biologie 

des écosystèmes naturels, n'implique pas nécessairement que ces derniers 

réagiront exactement comme leurs homologues expérimentaux bien que la 

littérature fasse état de nonIDreuses recherches qui montrent une évolu­

tion similaire dans les deux cas (7), (8), (19). 
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CHAPITRE 1 

DONNEES INITIALES 

1.1 Utilisation d'écosystèmes et de Lemna minor 

Les pages suivantes s'attachent plus particulièrement à faire 

une revue de quelques écosystèmes déjà utilisés. 

Cette démarche nous semble pertinente sachant que, de plus en 

plus, certains chercheurs tentent de mettre au point des écosystèmes 

expérimentaux. Par exemple, on a étudié avec beaucoup d'attention la 

fixation de l'azote par la flore bactérienne mais on connaît très peu de 

choses sur les transferts subséquents de l'azote dans le milieu et les 

organismes environna l1 ts. Pour obtenir de plus amples informations à ce 

sujet, Visser et al. (25) ont utilisé un écosystème expérimental (voir 

appendice 1). Ils ont pu démontrer avec cette méthode que les transferts 

subséquents d'azote dans le système sont différents, qu'il s'agisse de 

l'azote noùvellement fixé ou de l'azote déjà présent dans les tissus in-

troduits au début de l'expérience. Les modes et les coefficients de 

f d 14 15 d' ff~ ~ dl' . trans ert e N et N sont 1 erents en presence e popu at10ns m1cro-

biennes différentes. Le phénomène de renouvellement ("turnover") est plus 

complexe et plus lent en présence d'une population mixte qu'avec une popu-

lation pure d'Azotobacter chroococum. Un coefficient de transfert bas 

dans une population mixte peut refléter un recyclage plus intense à l'in-

térieur de cette population que dans une population pure d'Azotobacter 

chroococum. L'utilisation de cet écosystème expérimental fut donc effica-

ce pour obtenir des indications sur les transferts d'azote en nature. 
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Un autre écosystème fut expérimenté par Lacaze et al. (13) (voir 

appendice 2). Celui-ci fut mis au point afin d'obtenir un système possé­

dant une structure et un fonctionnement définis et reproductibles dans le 

but d'utiliser l'écosystème en question comme matériel biologique pour 

des études de pollution. Après une année d'expérimentation, les auteurs 

firent les remarques suivantes: "les espèces les plus représentatives des 

étangs saumâtres, introduites avec les échantillons initiaux, sont tou­

jours présentes. Par ailleurs, dans les quatre milieux-expériemntaux, le 

développement des organismes était similaire; c'est le cas en particulier 

pour la communauté des diatomées du périphyton. De même, l'évolution des 

phosphates dissous est synchrome dans les quatre milieux expérimentaux." 

Quoique employés avec des eaux saumâtres, les principes d'utilisation de 

cet écosystème peuvent s'appliquer pour tout autre milieu na~urel. 

Enfin, le plus sophistiqué des écosystèmes expérimentaux fut mis 

au point par Metcalf et al. (18) (voir appendice 3). Il fut développé 

pour étudier la biodégradation des pesticides et évaluer, à l'aide de tra­

ceurs radioactifs, les différents produits résultant de cette biodégrada­

tion. L'écosystème cumporte des interfaces sel/air et sol/eau ainsi 

qu'une chaîne alimentaire composée de sept (7) chaînons. En utilisant 

cet écosystème, on a pu simuler un épandage de pesticides sur les récol­

tes et l'éventuelle contamination du milieu aquatique. Il a ainsi été 

explici té qu'un épandage corresl'ondan t à une (1) livre de DDT par âcre 

avait comme effet l'accumulation de DDT dans les larves de moustiques, 

dans les gastéropodes et dans les poissons sous forme deDDE, DDD et de 

DDT, et ceci de l'ordre de 10,000 à 100,000 fois. Quoique très intéres­

sant, cet écosystème est trop élaboré pour les besoins de la présente 

étude. C'est pourquoi nous avor~ porté notre choix sur un écosystème 



plus simple et de manipulation plu~ pratique, l'écosystème de Coler et 

Gunner (4), (5), (6). 
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Cet écosystème qui renferme Lemna minor comporte de nombreux avan­

tages; la plante elle-même est facile à maintenir en culture et se multi­

plie très rapidement, la composition de sa rhizosphère est relativement 

limitée (voir 2.3.2) et très sensible à tout léger changement du milieu. 

De plus, la taille d'une unité expérimentale est telle que nous pouvons 

procéder à plusieurs expériences en même temps (plusieurs concentrations 

et réplicats) dans un minimum d'espace. Enfin, l'avantage le plus prê­

cieux est la possibilité d'observer les habitants microscopiques de l'éco­

système sans les retirer du milieu (voir 2.3.1). En plus de ces nombreux 

avantages. il peut, comme tout autr.e système e;~périment'11, cler.ner., à par­

tir des divers changements observés dans la population lors des tests, 

des indications sur ce qui se produit en nature à une plus grande échelle. 

1.2 Paramètres choisis pour l'étude 

Afin d'évaluer la toxicité du produit utilisé, il faut procéder à 

diverses mesures qui nous renseignent sur le comportement de l'écosyst~me 

en question. Pour ce faire, il s'agit de choisir des paramètre.s faciles 

à mesurer et susceptibles de procurer les renseignements désirés. 

Le premier de ces paramètres est la composition de la microfaune 

de l'écosystème. Cette mesure s'effectu"e simplement à l'aide d'un micro­

scope ou d'une loupe binoculaire de la façon suivante: on dénombre les 

organismes de chaque groupe rencontré dans n champs microscopiques et on 

détermine le nombre moyen de ceux-ci par champ. Par simple comparaison, 

on évalue ensuite les effets du produit toxique sur ces constituants. Il 
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est aussi possible de calculer l'indice de diversité à chaque cas, ce 

qui donne des résultats plus standardisés. 

Le deuxième paramètre utilisé s'avère la croissance de la plante-

support elle--même. Cette plante se reproduit rapidement et presque exclu-

sivement de façon végétative par voie de bourgeonnement. Ceci suggère 

que cette plantz, dérivée de formes terrestres (17), n'a pas encore réussi 

à adapter pleinement au milieu aquatique le mécanisme élaboré de la pro-

duction de graines (17). Le bourgeonnement étant très rapide, il permet 

de préciser l'effet de substances sur la croissarlce et le développement 

de la plante tout en étudiant l'écosystème de la rhizosphère. La crois-

sance de Lemna minor peut être facilement évaluée en déterminant le poids 

sec ou frais. Cependant, la mes ure du poids sec conduit parfc:Ls à des 

erreurs d'interprétation car son augmentation peut refléter une accumula-

tion d'amidon dans la plante plutôt qu'une croissance réelle. Une méthode 

plus efficace consiste à calculer l'augmentation du nombre de frondes de 

la plante sous des conditions donnant approximativement une augmentation 

exponentielle de ce nombre, une constante de croissance "K" peut être dé-

rivée en calculant la pente de la courbe représentant le logarithme du nOr:1--

bre de frondes à des périodes successives. Cette constante "Kil et le 

taux de multiplication "MR" sont reliés par l'équation suivante (3). 

Fd 

K =MR = loglO (Fd) log 10 (Fo) = loglO ~ 
--------------------------

1000 d d 

F = le nombre initial de frondes 
0 

Fd = le nombre de frondes au jour "~dIt 

d = le nombre de jours 

En multipliant les éçu3tions par 2.303, nous trancformons le 10ga-



rithme à la base 10 en logarithme naturel. 

Calcul d'erreur sur la formule 

Fd 
K = ln F o 

d 

ln K = ln (ln Fd - ln Fo) - lnd 

D (ln Fd - ln Fo) - Ddd DK = ___ -"-___ _ 

K d 

DK D (ln F d) D InF 
0 -= 

K InFd - lnF lnF - InF 
0 d 0 

DK D Fd D 
-= 

F 
0 

K Fd (lnFd - lnF F (InFd -
0 0 

DK 1 DFd _ DF 
0 -= 

K (InFd - lnF ) Fd F 
0 0 

d'où en passant aux différences finies 

+ 

Dd 

d 

lnF ) 
0 

6d 

d 

Dd 

è 

Dd 

d 

où D signifie la différentielle partielle et ln le logarithme naturel. 
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Il est à noter que ces valeurs sont appropriées seulement pour une 

croissance exponentielle car, sous des conditions différentes, un pourcen-

tage dt augmentation procure de meilleurs résultats selon Clark (3). Il 

est aussi important que toutes les frondes soient dénombrées, si petites 

soient-elles. Le tableau 1.1 donne la valeur des erreurs pour les diffé-

rents coefficients K des tableaux 3.2, 3.4 et 3.5. 
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Pour compléter nos observations périodiques, nous avons aussi 

évalué la microflore totale; cette évaluation se fait à l'aide de la mé­

thode de dilutions successives dans un bouillon nutritif. Le principe 

en est simple, il s'agit d!ensemencer le milieu de culture de l'écosystè­

me (1 ml.) dans un bouillon nutri tif et de rechercher la dilution limj te 

donnant lieu à une culture. L'ensemencement se réalise de la façon sui­

vante: on place 1 ml. . du milieu de culture dans 5 ml. de bouillon et 

ceci en cinq exemplaires par dilution de 10-1 à 10-10 à 28-30oC. Les 

résultats se déterminent de la façon ci-après. On précise une première 

fois après 7 jours d'incubation et une deuxième fois après 15 jours le 

nombre de tubes positifs, c'est-à-dire ceux contenant des cultures, selon 

les critères suivants: troubles, dépôts ou voiles dans le bouillon. 

L'interprétation s'effectue de la manière suivante: le dénombrement de 

tubes positifs pour chaque dilution donne d'abord un "chiffre caractéris­

tique" et il s'agit par la sui te de déterminer le nombre de germes par 

millilitre d'après les tables de McCrady (appendice 4). Signalons ici 

qu'il faut opérer avec de rigoureuses précautions d'aseptie vu que le mi­

lieu est choisi pour la généralité de sa réponse et qu'il s'avère ainsi 

très sensible et facile à contaminer. Par cette méthode, on s'assure que 

le nombre de germes obtenu représente réellement le nombre de germes vi­

vants dans le milieu puisque chacun d'eux donne naissance à une colonie; 

c'est d'ailleurs l'ensemble des colonies qui est évalué. 

1.3 Milieu de culture 

L'écosystème de la rhizosphère de Lemna minor ayant déjà été utili­

sé pour des études de toxicité (4), (5), (6), nous avons choisi le même 

milieu-support, lequel milieu a été mis au point par S.H. Hutner (11). 
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Ce milieu précis offre l'avantage à l'utilisateur de connaître au 

départ sa composition exacte '(voir appendice 5). L'emploi d'un milieu mi-

néral a d'autres avantages, notamment celui de pouvoir contrôler certains 

paramètres importants dans des études toxicologiques tels que l'absence 

d'une demande biochimique en oh~gène (DBO) qui pourrait fausser les résul-

tats en appauvrissant le milieu en oxygène, la dureté qui a une influence 

directe sur la toxicité (une diminution de la dureté entraîne généralement 

une augmentation du degré de toxicité), le pH qui, en plus d'agir sur les 

équilibres chimiques, agit sur les organismes constituants de l'écosystè-

me. En connaissant la composition exacte du milieu et en pouvant faire 

varier celle-ci, on est en mesure d'effectuer des études sur les effets 

qu'exercent les différents éléments nutritifs sur l'écosystème. 

On doit toutefois prendre en considération que, selon les con di-

tions des cultures-stock qui étaient faites à partir des conditions natu-

relIes, l'écosystème et l'origine des plantes, il peut y avoir certaines 

difficultés d'adaptation des organismes constituants à leur nouveau mi-

lieu synthétique, ce qui est susceptible d'influencer les résultats des 

essais. Pour contourner cette difficulté, il suffit de prévoir une p6rio-

de adéquate d'acclimatation avant les essais. Quelquefois les organismes 

n'arrivent pas à s'adapter et sont rapidement éliminés sans que l'on soit 

en mesure d'en identifier la ou les causes en faisant varier différents 

o paramètres (pH, T , luminosité, période de la journée où s'effectue le 

transfert, etc ••• ). 

1.4 Facteurs influençant la croissance de Lemna minor 

Avant d'aborder l'étude des facteurs influençant la croissance de 

Lemna minor, nous allons donn~r quelques renseignements sur cette plante (17). 
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Division Spermatophytes 

Sous-division: Angiospermes 

Classe Mono co tyles 

Ordre Arales 

Famille Lemnacées 

Genre Lemna 

Espèce minor 

Lemna minor prolifère à la surface de l'eau grâce à des lacunes 

a€rifères; sa racine se trouvant submergée, nous sommes donc en présence 

d'un écosystème aquatique au niveau de sa rhizosphère dont nous décrirons 

la composition plus loin. 

En nature, Lemna minor se renco~tre dans les eaux calmes; dans les 

eaux rapides, elle est éliminée sauf si elle pread appui sur d'autres plan­

tes ou sur des débris. Sa croissance peut continuer pendant quelque temps 

hors de l'eau sur des boues humides. Ses meilleurs taux de croissance ont 

été enregistres dans de petits étangs d'eau stagnante ou dans des fosses 

riches en 1lI3tières organiques. On la rencontre aussi occasionnellement 

dans les eaux saumâU'es. A ce propos, signalons que la limite de tolérance 

supérieure pour la salinité est difficile à établir précisement car elle 

diffère selon les auteurs: certains l'établissent à 0.05 M (14) tandis que 

d'autres ont maintenu des cultures dans des solutions contenant 0.43 M de 

NaCl (16). 

En ce qui concerne le pH, l'échelle de tolérance est assez grande: 

elle se situe entre 4.5 et 7.5 avec des li~~tes inférieures et supérieures 

à 3.5 et 7.5 respectivement. 



Précisons à présent l'influence qu'ont certains facteurs sur la 

physiologie de Lemna minor. 

1.4.1 Nutrition minérale et oUgo-éléments 

Il -

D'après plusieurs auteurs (11), (14), (24), (26-34), Lemna miner 

se comporte comme une plante supérieure typique et croît de façon s a tis­

faisante dans un milieu entièrement inorganique, tel que le milieu de 

Hutner que nous nous proposons d'utiliser. De fait, c'est le milieu avec 

lequel on obtient la cr.oissance la plus vigoureuse pour une longue période. 

Landolf (14) a remarqué que Lemna minor peut croître aussi bien ou même 

mieux dans une dilution 1:3 du milieu de Hutner que dans une solution non 

diluée du même milieu et qu'à une dilution de 1:100 il y a réduction de 

la croissance. En général, lorsqu'on dilue le milieu, nous observons les 

changements morphologiques suivants: allongement des racines et expansion 

des frondes. Ces changements peuvent s'expliquer par une valeur osmoti­

que réduite du milieu. Les phénomènes précités reliés à la dilution du mi­

lieu sont cependant réversibles en ajoutant à ce dernier des concentrations 

appropriées de sucrose (le mannitol et le lactose ne peuvent être employés 

car, selon Hillman (10), ils ne sont pas utilisés comme source de carbone 

par la plante). Ceci suggère que ces effets sont reliés à la pression os­

motique et qu'il doit aussi y avoir des interactions complexes de substan­

ces nutritives. Il a été précisé par ailleurs que le sucrose accroît l'ef­

ficacité de l'utilisation des sels sous· certaines conditions (24). 

De nombreuses études ont été faites en ce qui concerne la varia­

tion de concentration ou le retrait d'un élément particulier du milieu mi­

néral. Stipulons quelques exemples à ce sujet tirés des études de White 

(26-34) et de Lindeman (15). 
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Un niveau peu élevé en azote sous forme de nitrate réduit le taux 

de multiplication des frondes -, le contenu en chlorophylle, le contenu en 

protéines et la respiration tandis qu'il augmente les réserves d'amidon 

et la longueur des racines. On a aussi remarqué que le niveau optimal 

de nitrate s'élève avec une diminution de l'intensité lumineuse. La lon­

gueur des racines est en fait un bon indicateur du rapport hydrates de 

carbone/azote. Un niveau peu élevé d'azote ou de phosphate augmente la 

croissance radiculaire, la longueur et la valeur osmotique de ces cellules 

mais diminue leur taux de photosynthèse et Je respiration. Une déficience 

en phosphate en particulier inhibe la photosynthèse, même lorsqu'il y a 

saturation de lumière. Une augmentation de ces mêmes phosphates entraîne 

la réversibilité de cette inhibition en quelques heures suite au fait que 

les phosphates sont incorporés dans la fraction soluble d'acide trichloro­

acétique (T.C.A.) de la plante et qu'il y a une relation linéaire entre 

le taux de photosynthèse et la quantité d'acide trichloroacétique. 

Une faible quantité de K diminue la longueur des racines ainsi que 

le taux de multiplication, d'assimilation et de développement des frondes. 

Il est aussi à noter que la valeur optimale de potassium est plus élevée 

lorsque l'intensité lumineuse augmente. On a remarqué des effets similai­

res dans le cas d'une déficience en Ca. 

Des expériences sur l'effet de la déficience en oligo-éléments ont 

démontré qu'une nette diminution de croissance avait lieu en l'absence de 

Fe, Mn, Mo ou B; les résultats sont moins marqués en absence de Zn, Cu ou 

Ga. Il est aussi à noter que le Cl est indispensable; une quantité de 50 

à 100 ~g/l est cependant suffisante et peut même être remplacée par 150 ~g/l 

de Br. On a aussi démontré que l'efficacité de l'utilisation des minéraux 
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est dépendante du niveau de nutrition en carbone: par exemple, cette 

efficacité augmente lorsqu'on· ajoute une quantité de 0.5 à 2% de sucrose 

(24). 

1.4.2 Lumière et photosynthèse 

A des intensités au-dessous de 700 bougies/pied (7,000 lux), le 

taux de multiplication augmente avec une augmentation de la durée journa­

lière d'exposition jusqu'à atteindre un maximum en lumière continue (24 

heures) selon Ashby (1), Clark (3) et Landolf (14). Ceci ?eut dire que, 

contrairement à plusieurs plantes supérieures, Letrna minor n'est pas affec­

tée par u..'1e illumination continuelle ou perturbée par une photopériode non 

naturelle. De fait Ashby (1) a soumis ces plantes à des périodes de lumiè­

re de 2 heures d'intervalle durant 10 jours et n'a constaté aucune diffé­

rence significat:ive dans la c.roissance, comparativement à une périodicité 

lumineuse de 12 heures. Les études expérimentales d'Ashby (1), (2) ont 

démontré que, pour une illumination constante et des variations d'intensi­

té de 50 à 1,600 bougies/pied (550 à 17,500 lux), le taux de multiplication 

maximal était atteint à 150 bougies/pied (1,600 lux) et qu'une intensité 

de 1,400 à 1,600 bougies/pied (15,500 à 17,500 lux) était nocive. D'autre 

part, l'assimilation (l'augmentation du poids sec) augmente avec l'intensi­

té mais il y a aussi accumulation de monosaccharides et d'amidon dans les 

frondes à une intensité aussi faible que 150 bougies/pied (1,600 lu..x); 

ceci permet de penser que la lumière affecte le taux de multiplication par 

des procédés autres que ~'assimilation, lesquels procédés sont encore mal 

connus. Le contenu protéique, le taux de respiration par unité de surface 

et la longueur des racines augmentent avec une intensité lumineuse accrue 

tandis que la respiration par poids sec diminue selon ~bite (29-34). 
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Le taux de photosynthèse augmente linéairement avec une augmenta­

tion de l'intensité lumineuse' de 50 à 300 bougies/pied (550 à 3,600 lux) 

selon White (29). Les quantités d'o2 et de CO
2 

disponibles furent aussi 

étudiées relativement à la photosynthèse par Ashby et Oxley (2). Une aug­

mentation de l'aération dans une culture n'affectait point le taux de 

croissance et d'assimilation. Cependant, une aération forcée accompagnée 

de 4% de CO2 faisait augmenter la taille des frondes et le taux de multi­

plication et ceci de façon plus marquée à 300 bougies/pied (3,600 lux) d'in­

tensité lumineuse qu'à 100 bougies/pied (1,200 lux). Il est donc évident 

qu'une aération forcée des cultures de Lemna minor n'est pas nécessaire 

pour le développement normal de la culture. Toutefois, dans notre cas, 

une aération a été nécessaire car les expériences ont été faites dans des 

flacons de culture (où il y avait donc peu de diffusion possible) car nous 

nous intéressions aussi à l'écosystème que la plante supportait, lequel 

nécessitait sûrement une aération suffisante. 

1.4.3 Température 

En ce qui concerne le taux de multiplication de Lemna minor, Ashby 

et Oxley (2) ont trouvé qu'une température de 290 C était optitnale. Ce taux 

diminue rapidement à partir de 350 C. Das tentatives pour mettre en éviden­

ce les effets de la thermopériodicité furent négatives car la plante est 

très peu sensible à cette dernière (14). La thermopériodicité étant sur­

tout déterminante chez les plantes pour'le transport du matériel nutritif, 

la taille et la physiologie de Lemna minor éliminent la possibili.té que ce 

procédé puisse être un facteur limitant pour cette dernière. 

1.4.4 Respiration 

Nous avons déjà mentionné les effets de l'inten~ité lumineuse et 
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de la déficience minérale sur la respiration de la plante mais un autre 

facteur peut influencer cette. fonction: c'est le vieillissement des plan­

tes. 

On a noté que la consommation d'oxygène par les tissus radiculai­

res de cultures âgées de 20 jours était considérablement plus basse que 

celle ô'une culture âgée de 10 jours. Les raisons qui sont impliquées 

dans ce phénomène ne sont pas clairement expliquées mais on peut croire 

qu'avec l'âge, les cultures deviennent plus sensibles aux inhibiteurs de 

la respiration (21). 

1.5 Introduction d'un stress 

Nous avons choisi d'évaluer le comportement de l'écosystème de la 

rhizosphère de Lemna minor en présence d'huiles brutes et raffinées (gazo­

line légère) pour des raisons mentionnées plus haut (voir introduction). 

Afin d'avoir quelques indications sur les effets possibles que ce stress 

peut avoir sur l'écosystème, nous allons procéder à une analyse rapide de 

la composition et du comportement des huiles dans le milieu aquatique na­

turel. 

1.5.1 Composition du stress choisi 

Les hydrocarbures sont de loin les constituants les plus importants 

des huiles brutes et raffinées (98% des huiles brutes et 100% de la plupart 

des produits raffinés). Les constituants autres que les hydrocarbures dans 

les huiles brutes sont des dérivés de ces derniers contenant de l'hydrogè­

ne, du soufre, de l'azote ou la combinaison de ceux-ci. Les huiles brutes 

ont en général une faible teneur en eau et en sels: on y retrouve cepen­

dantdes traces minérales telles que le Ni, le V et le S caractéristiques 
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leur 0 rigine. 

Les hydrocarbures du petrole peuvent être groupées selon la clas-

sification suivante, établie par Knight (12): 

1. Les paraffines ou alcanes, composés saturés acycliques dont la 

formule générale est C H 2 2' Ils peuvent se"présenter sous forme n n+ 

de chaînes simples comme le n-heptane (C
7
H16) ou sous forme de 

chaînes latérales comme le 2 méthyl hexane (la formule équivaut 

2. Les oléfines ou alcènes, composés non-saturés acycliques dont la 

formule générale est C H2 (x=o ~). Ils peuvent se présenter n n-x 

sous forme de chaînes simples conme le 3-heptène (C7H14) ou r::ot:s 

forme de chaînes latérales comme le 2 méthyl-3 hexène (C
7
H

14
). 

Les alcènes sont généralement absents des huiles brutes mais cons-

tituent la majeure partie de la gazoline provenant des processus 

de craquage catalytique et thermique. 

3. Les cyc10paraffines qui sont des composes cycliques saturés dont 

la formule générale est C
n

H
2n 

comme le cyc10pentane (CSH10). Quel­

quefois, des groupements alkyles peuvent remplacer des hydrogènes. 

4. Les hydrocarbures aromatiques ou cycliques non saturés qui possè-

dent des doubles liaisons éniques comme le benzène (C
6
H6). C011'.me 

pour les groupes précédents, des groupements alkyles peuvent remp1a-

cer des hydrogènes. 

La composition des huiles brutes étant très variable, nouS avons 

choisi des échantillons au hasard en prenant pour acquis que les cons ti-
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tuants de base sont les mêmes et que les effets qu'ils induisent sont les 

mêmes. Pour ce qui est de la . gazoline légère, nous avons recueilli des 

échantillons dans 12 différentes stations services et nous les avons m~­

langés à parts égales. 

1.5.2 Voies d'intervention du stress choisi 

Bien qu'il soit assez difficile de déceler la contamination des 

nappes souterraines et d'en évaluer l'importance réelle (23), on dis­

tingue cependant les étapes suivantes pour les huiles dans leur phé~omêno­

logie de contamination: 

Infiltration de l'huile jusqu'à la nappe phréatique; 

- Solubilisation de la phase hydrophyle des huiles; 

- Transport de la phase soluble via le mouvement de la nappe; 

- Oxydation souterraine de l'huile; 

- Dégradation lente anaérobie de l'huile. 

Le mouvement de la nappe phréatique vers les eaux de surface en­

traine la partie soluble de l'huile et contribue à l'injection de substan­

ces spécifiques exerçant un stress plus ou moins important sur l'écosystè­

me des eaux de surface réceptrices. 

La contamination directe des eaux de surface, quoique plus facile 

à déceler, est cependant plus néfaste que l'injection indirecte. En con­

tact avec l'eau, la phase soluble et volatile sera rapidement séparée de la 

phase insoluble flottant à la surface. L'évaporation et la solubilisation 

des hydrocarbures à faibles poids moléculaires augmentent avec le rapport 

surface/volume de la nappe d'huile sous l'influence de la température, la 

turbulence, le type et la concentration des matières en suspension, l'en­

soleillement, le couvert de glace, la vitesse des vents ainsi que la bio-
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dégradation de la nappe. Donc, en plus de la toxicité des huiles légères 

et des hydrocarbures aromatiques, la phase insoluble peut entraîner des 

dommages mécaniques importants aux organismes aquatiques et à leur habi­

tat, surtout dans le cas d'huiles brutes (23). 

1.5.3 Mécanisœes de toxicité du stress choisi 

Les substances huileuses contenues dans les huiles brutes et raf­

finées deviennent dangereuses pour la vie aquatique de plusieurs façons 

comme nous le verrons maintenant (12) : 

- Les huiles insolubles et émulsifiées peuvent agir sur les tissus 

épithéliaux des poissons en adhérant sur les branchies et en in­

terférant ainsi avec la respiration. Quoique les: poissons puis­

sent combattre cette action en sécrétant un mucus pour laver la 

substru1ce huileuse, l'efficacité de ce processus dépend de la 

concentration de la substance irritante. 

- Ces mêmes huiles insolubles et émulsifiées sont susceptibles d'en­

rober et de détruire les algues et divers autres organismes planc­

toniques, ce qui appauvrit l'écosystème. Les organismes ainsi 

enrobés peuvent également s'agglomérer et sédimenter. 

- Les substances huileuses sédimentées recouvrent souvent le fond 

des cours d'eau, ce qui perturbe les organismes benthiques ou in­

terfère avec la fraie en changeant les caractéristiques des fonds. 

Les substances solubles et émulsifiées ingérées par le~ poissons 

affectent la saveur de la chair. 

La àemande en oxygène des produits organiques peut amener une 

désoxygénation des eaux. 

Les nappes flottantes interfèrent avec les processus naturels 
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d'échanges gazeux et de photosynthèse. 

- Les substances solubles peuvent être toy~ques directement pour 

les organismes de façon aigue ou chronique. 

De plus, les hydrocarbures saturés de faible poids moléculaire 

ont, à faible dose, un effet anesthésique sur la plupart des animaux aqua­

tiques entraînant un état de stupeur et provoquant, à des concentrations 

plus élevées, des dommages cellulaires souvent léthaux pour les jeunes 

individus. Les hydrocarbures aromatiques tels que le benzène, le toluène, 

le xylène, les phénols etc. sont toxiques surtout en agissant au niveau 

du réseau membranaire des cellules et modifient leur comportement thermo­

dynamique. On remarque en effet que l'osmorégulation, la conduction ner­

veuse et la contraction musculaire sont alors partielleme~t inhiLés à f~i­

ble dose. Chez certains microorganismes, deo modifications de la membrane 

cellulaire inhibent ou modifient leur métabolisme tandis que, chez d'au­

tres, la présence d'huile brute stimule leur croissance (23). 



TABLEAU 1.1: Valeurs pour estimer le pourcentage d'erreur des coefficients K. Pour le milieu de 

Hutner Fd et Fd sont donnés par l'écart-type et la moyenne de cinq valeurs expéri­

mentales tandis que pour le pétrole, le témoin seulement trois valeurs ont été uti1i-

sées. En choisissant bien ses plantules de Lemna minor on peut estimer qu'il n'y a 

pas d'erreur sur F d'où ~F = 0 
o 0 

Solutions Fd Fo ~Fd ~F d M 
0 

n n n n jours jour 

Milieu de Hutner 1/2 303 40 13.2 0 14 0.25 

Milieu de Hutner 1/4 376 40 7.0 0 14 0.25 

Milieu de Hutner 1/8 332 40 12.0 0 14 0.25 

Pétrole brut 1 ~1/m1 0 20 - 0 14 0.25 

Petrole brut 0.1 ~1/m1 89 20 5.3 0 14 0.25 

Pétrole brut 0.01 ~1/m1 148 20 4.4 0 14 0.25 

Pétrole raffine 1 ~1/m1 0 20 - 0 14 0.25 

~K/K 

% 

3.94 

2.62 

3.49 

-
5.77 

3.27 

-

Pétrole raffine 0.1 ~1/m1 37 20 5.0 0 14 0.25 25.95 

Pétrole raffine 0.01 ~1/m1 141 20 4.7 0 14 . 0.25 3.49 

Témoin 192 20 4.6 0 14 0.25 2.84 
- -

1 

N 
o 



CHAPITRE 2 

MATERIEL ET METHODES 

2.1 Mise au point de1'écosystème 
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La première étape qui nous apparaît comme essentielle est de déter­

.miner la concentration adéquate du milieu de culture (le milieu minéral de 

Hutner (11), voir appendice 5 pour la composition chimique du milieu), a­

fin que la croissance de la plante-support soit optimale. Pour ce faire, 

nous utilisons des récipients "erlenmeyers" de 250 ml. dans lesquels nous 

versons 60 ml. de milieu nutritif à différentes concentrations (1:2, 1:4, 

1:8) et ceci en 12 exemplaires pour chacune des concentrations. Les réci­

pients étaient ensuite stérilisés. Le nombre initial de plantes (Lemna 

minor) cu1tivp.es dRus ce milieu se chiffres à 20 individus composés de 2 

frondes chacun. Les vases "erlenmeyers" sont ensuite placés sur un sup­

port rotatif sous un éclairement de 100 bougies/pied (1,200 lux) avec une 

photopériode de 12 heures. Connaissant le nombre initial de plantes, il 

s'agit d'évaluer le nombre d'organismes composant la microflore totale 

adjointe par la méthode que nous avons décrite plus haut (voir page 8). 

L'expérience se poursuit durant 15 jours de la façon suivante: 

après 7 jours d'exposition, on prélève 5 "erlenmeyers" de chaque concentra­

tion au hasard ainsi qu'un "erlenmeyer"-témoin (qui ne contient aucune 

plante) afin de procéder aux mesures suivantes: 

- nombre de plantes par "erlenmeyer" 

nombre de frondes par plante 

- évaluation de la microflore totale. 

Après 15 jours d'exposition, nous pro~édons aux mêmes mesures avec 
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les 5 "er1enmeyers" restants de chaque concentration ainsi qu'avec les 

témoins. 

2.2 Détermination du contenu en chlorophylle chez Lemna minor 

A différents moments de l'expérimentation~ nous avons déterQiné 

la teneur en chlorophylle chez Lemna minor pour évaluer les effets des 

substances utilisées (huiles brutes et raffinées) sur la plante qui suppor­

te l'écosystème. 

La procédure comprend les deux étapes suivantes. 

2.2.1 Extraction de la chlorophylle 

Après une homogénéisation des plantes dans 30 ml. d'une solution 

d'acétone à 90% et de 0.05 de MgC0
3 

à l'aide d'un broyeur à tissus muni 

d'un piston en "téflon"~ on centrifuge à 2,000 RPM (rotation par minute) 

durant 15 minutes et on recueille ensuite le surnageant. 

2.2.2 Analyse 

A l'aide du spectrophotomètre, nous avons effectué par la suite un 

balayage de 750 à 600 m~ en notant les densités optiques acquises à 665, 

645 et 630 m~ où se situent les maxima d'absorption pour les molécules de 

chlorophylle. Il s'agit ensuite de calculer à l'aide de la formule 2.1 

(voir ci-dessous) la quantité de chlorophylle extraite en mg/le d'acétone 

à 90%. Notons que nous avons évalué uniquement la quantité de chlorophyl­

le a, ce qui nous donne une indication suffisante. Nous avons effectué 

ces mesures à partir de quantités différentes de plantes (20, 30 et 40) 

afin d'évaleur la variation de la concentration en chlorophylle en fonc­

tion du nombre initial de plantes. 
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Formule tirée de T.R. Parsons et J.D.H. Strickland (20) 

Ca = 11.6 D.D. (665 m)!) - 0.14 D.D. "(630 mll) - (1.31 D.D. (645 mll) 

où: D.D:= densité optique 

C = concentration de chlorophylle en mg/1. d'acétone à 90% 

2.3 L'écosystème 

2.3.1 Description 

Nous avons utilisé pou.r nos expériences le système mis au point 

par Co1er et Gunner (5), (6), lequel comprend: 

- un flacon de culture de 30 ml.; 

- un bouchon percé d'un trou par lequel passe un tube d'aération; 

- un fond percé d'un trou de même dimension par lequel un bouchon 

de caoutchouc est placé; 

- une aiguille placée dans ce dernier bouchon, laquelle sert au 

prélèvement des échantillons de la microflore totale; 

- un trou au-dessus du flacon afin de faciliter la circulation 

d'air et par lequ~l on procède à l'inoculation des substances à 

étudier; 

- un tube d'aération branché à un aérateur contenant de l'eau afin 

de minimiser l'évaporation due au barbottement de l'air dans le 

milieu; 

- une pompe foulante munie d'un filtre au charbon de bois et d'oua­

te pour éliminer les impuretés de l'air injecté dans le système. 

Une unité d'expérimentation consiste en 6 flacons, tels que décrits 

plus haut, reliés à un tube de verre à sorties multiples (6) lequel est à 
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son tour relié à l'aérateur ci-haut mentionné. Nous pouvions ainsi pro­

céder à plusieurs tests simultanément dans des conditions expérimentales 

identiques. 

L'expérience consiste à placer 10 Lemna minor dans 20 ml. de solu­

tion minérale de Hutner à l'intérieur des flacons de culture. On laisse 

ensuite le tout s'équilibrer durant sept jours durant lesquels on procède 

à des observations journalières afin de noter l'évolution de l'écosystème 

dans son nouveau milieu. Après cette période d'équilibration, 10 plantes 

sont conservées dans le milieu et la substance dont on veut connaître les 

effets sur l'écosystème y est injectée. On détermine ensuite le taux de 

croissance, la microflore totale~ le nombre par espèces d'organismes mi­

croscopiques de l'écosystème et le taux de synthèse des ~~~ (voir 2.4). 

Les observations microscopiques ont été faites en gardant les or­

ganismes dans leur milieu de façon à éviter toute possibilité de stress 

étrangers à l'expérience en cours. A cette fin, on faisait pivoter le fla­

con de culture jusqu'à ce qu'un individu (Lemna minor) soit accolé à la 

paroi supérieure du flacon. En plaçant le flacon sous la loupe binoculai­

re, on procédait finalement à l'identification et au dénombrement des or­

ganismes présents. 

2.3.2 Observations préliminaires 

Afin de nous familiariser avec les organismes composant l'écosystè­

me et de pouvoir les recor~aître facilement lors des observations futures, 

nous avons examiné, à l'aide du microscope, les habitants de cet écosystè­

me. Il est i.mportant de procéder à de telles observations; en effet, le 

système étant dynamique, les résultats seront plus complets et plus repro-
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ductibles si l'expérimentateur sait reconnaître rapidement les organismes 

présents. 

Pour le dénombrement des organismes, nous avons procédé à 10 exa-

mens microscopiques pour chaque plante observée. 

Voici la liste des principaux habitants de cet écosystème aquati-

que ainsi que leur nombre par champ microscopique. 

Organismes Nombre/champ 

Rotifères 2 ± 1.15 

Gas tro tri ches 0.1 ± 0.3 

Protozoaires 

Spirotriche (euplotes) 4 ± 1. 76 

Péritriches (vorticelles) 3 ± 1. 94 

Holotriches 6 ± 2.13 

Nématodes Occasionnellement 

Hydracarinées 0.1 ± 0.3 

Algues ve~tcs 6 ± 2.2 

Bactéries 2.5 ± 2 
10 /ml. * 

* Estimation de la population par mise en culture dans un milieu 

nutritif bactériologique. 

2.4 Mesure du taux de syn thèse des acides ribonucléiques 

Pour cette détermination du taux de synthèse des acides ribonucléi-

ques (ARN), les plantes (Lemna minor) sont cultivées dans des vases "erlen-

meyers" contenant 200 ml. de milieu minéral de Hutner (11) dilué 1: 4. 
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Après une période d'équilibration de 7 jours, l'huile brute est 

ajoutée en triplicata selon des concentrations décrites plus loin. A la 

fin du traitement (15 jours), on inj~cte 0.25 ~c d'uridine 14C/ ffil • et on 

laisse ce marquage se poursuivre durant 3 heures. 

2.4.1 Traitement préliminaire 

L'uridine 14C est incorporée non seulement par les plantes mais 

vraisemblablement aussi par les organismes associés. Etant donné que nous 

ne nous sommes intéressés qu'au taux de synthèse des ARN de la plante, il 

fallut débarrasser cette dernière de ces organismes pour éviter les erreurs 

d'interprétation. Cette opération s'effectue à l'aide d'un détergent, le 

Tween 20 à 0.05%, dans lequel nous plaçons les plantes durant 15 minutes. 

Les plantes sont alors retirées du détergent et pesées (poids humide). Des 

a1iquots du milieu de culture (2 ml.) sont prélevés au début et à la fin 

d . '1" d' 14C fi d d~ . 1 . ~ d .. . u tra~tement a ur~ ~ne a n e etermlner a quant~te e raa~oactl-

vité disparue du milieu pendant les 3 heures de marquage. 

2.4.2 Extraction 

Après le traitement préliminaire prédécrit, il s'agit d'extraire 

les ARN des plantes. A cette fin, nous avons déposé celles-ci dans 5 ml. 

de Tampon tris pH 7.2 durant 5 minutes et les avons homogénéisées au moyen 

d'un broyeur de tissus muni d'un piston en "teflon". Cette opération et 

les suivantes ont été effectuées à l'intérieure d'une chambre froide à 

4°C afin de bloquer toutes les activités biochimiques durant l'extraction. 

La deuxième étape du processus consiste à "déproténéiser" en ajoutant à 

l'homogénat 5 ml. de Tampon tris pH 7.2 et 0.15 ml. de Sodium Dodécyl Sul-

~ate à 3% et en agitant le tout durant 10 minutes. 
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Dans un troisième temps, il faut séparer les acides nucléiques des 

autres constituants. Pour ce faire, nous avons traité l'homogénat avec 

10 ml. de phénol à 70% en agitant durant 10 minutes et nous avons ensuite 

centrifugé le tout pendant 5 minutes à 6,000 RPM (rotation par minute). A­

près récupération de la phase aqueuse et de l'interface contenant les acides 

nucléiques, le traitement au phénol est répété afin de purifier davantage. 

De cette phase aqueuse, il s'agit maintenant d'isoler~'les ARN en procédant 

comme suit: on ajoute 200 ml. d'éthanol à 100% en les versant lentement le 

long du récipient afin de faire précipiter l'acide désoxyribonucléique (ADN) 

sous forme de fibres, lesquelles peuvent être récupérées en les enroulant au-

tour d'une tige de verre. Si cette précipitation ne se produit pas immé­

diatement, il faut laisser le tout reposer durant une nuit à -20
0

C et cen­

trifuger par la suite durant 15 minutes à 6,000 RPM à une température de 

4°C. Finalement, pour faire précipiter les ARN, ou additionne 1 ml. de 

NaCl 10% au surnageant, on laisse le tout sédimenter pendant une nuit à -20
0

C 

et on centrifuge durant 15 minutes à 6,000 RMP et à une température de 4°C. 

Le culot obtenu est alors dissous dans 5 ml. de Tampon tris pH 7.2 et con-

servé à -200 C. 

2.4.3 Dosage 

En ce qui concerne le dosage, nous prélevions 0.5 ml. de la solu­

tion d'ARN et ajoutions 0.5 ml. de Tampon tris pH 7.2. Ensuite, nous pro­

cédions à l'évaluation de la densité optique (D.O.) à l'aide du spectropho­

tomètre U.V. à une longueur d'onde de 260 m~. Lorsque les valeurs de den­

sité optique étaient trop faibles ou trop fortes, on concentrait ou diluait 

les échantillons. 

La transformation de la densité optique (D.O.) en concentration 
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s'effectue en utilisant comme valeur standard 50 ~g d'ARN/m1., ce qui 

correspond à une densité optique de 1.0. 

2.4.4 Dosage de la radioactivité 

Pour cette opération, on prenait 1 ml. de la solution d'A&~ et on 

y ajoutait 9 ml. de solution "BBOT-Toluène" (4 gr. de 2 ,5 bis-2- (5-Buty1 Ben-

zo-Oxazolyl)-l'hiophène/l de Toluène) ou d'''aquasol'', solutions utilisées 

pour le compteur à scintillation. Les échantillons étaient par la suite sé­

chés à 9S
o

C durant 24 heures, le Tampon tris étant insoluble dans le toluène. 

Nous procédions enfin au comptage radioactif des différents échantillons à 

l'aide d'un compteur à scintillation Beckmann. 

2.4.5 Obtention des résultat~ 

Radioactivité absorbée (Ra) 

Uridine l4C dans la plante = Ci - Cf - x 

.. 
C. = cC'ncentration de la radioactivité initiale dans la solution ou 

1 

C 
f = coneen tra tion de la radioactivité finale dans la solution 

x = concentration de la radioaetivi té absorbée dans les organismes au-

tres que Lemna minor; cette concentration est négligeable (R. Van 

Coi1lie, observations non-publiées). 

Incorporation (%) 

Uridine 14C dans les ARN = R ARN x 100 

R a 

où R ARN = radioactivité dans les ARN 

R a = radioactivité absorbée 



Activité spécifique 

% d'incorporation dans les ARN 

mg. d'A&"i 

TàuxdesyrithèsedesARN 

Activité spécifique 

Temps de marquage 
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N.B.: Pour tous les calculs, chaque valeur obtenue en coups par minutes 

(c.p.m.) (valeur relative) doit être transformée en désintégration 

par minutes (d.p.m.) à l'aide de la relation suivante: 

d.p.m. = c.p.m. 

efficacit~ 

l'efficacité est calculée à partir du rapport des canaux B/A du 

compteur à scintillation versus une courbe standard établie à par-

. dl'" .. l4C t1r u to uene marque au • 
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SCHEMA D'EXTRACTION 

Plantes (14C) traitées au Tween 20 

Tampon Tris pH 7.2 

Homogénéisation (4°C) 

Tampon Tris pH 7.2 

SDS (sodium Dodécyl Sulfate) 

Phénol 70% (agitation 10 min.) 

Centrifugation (4°C) 

--------------Phase aqueuse Phase phénolique 

+ interface (protéines, pigments, etc.) 

Ethanol 

Centrifugation (4°C) 

Surnagean t (AR.'liI) Culot (ADN) 

NaCl 10% 

Centrifugation (4°C) 

r ---------___ 
Culot (ARN) Surnageant 

/ ---------~ Radioactivité Dosage des ARN 



31 -

2.5 Processus expérimental 

2.5.1 Description 

L'expérience présente a pour but de mesurer l'impact qu'ont les 

huiles brutes et raffinées sur l'écosystème de la rhizosphère de Lemna 

minore Dans cette perspective, nous avons injecté ces substances dans 

l'écosystème à des concentrations décroissantes selon un facteur de 10: 

1 ~l/ml., 0.1 ~l/ml., 0.01 ~l/ml. Chaque injection était faite en tripli­

cata et trois témoins étaient conservés pour fins de comparaison. Après 

une période d'équilibration de 7 jours dans le milieu de Hutner, nous con­

servions 10 spécimens et nous injections les huiles. Par la suite, nous 

déterminions les différents changements apparents dans l'écosystème. 

2.5.2 Observations 

Afin d'évaluer l'impact qu'ont les huiles sur l'écosystème, nous 

avons effectué les examens suivants: 

observations microscopiques quotidiennes; 

- dénombrement des plantes et des frondes et évaluation de la mi­

croflore totale, au début de l'expérience, après 7 jours de trai­

tement et après 15 jours de traitement; 

- détermination du taux de synthèse d'ARN à la fin d'une période 

expérimentale de 7 jours d'exposition effectuée dans des vases 

"erlenmeyers" de 250 ml. compte tenu que la technique nécessite 

un plus grand nombre de plantes. 
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3.1 Comportement de Lemna minor et de la microflore totale en presence de 

différentes dilutions du milieu de Hutner 

Comme nous l'avons signalé plus haut (p.2l), la première étape 

nécessaire pour ùtiliser l'écosystème de la rhizosphère de Lemna minor 

comme moyen de mesure de la qualité de l'eau consiste à déterminer la con­

centration adéquate du milieu minéral de Hutner. Les résultats présentés 

au tableau 3.2 montrent une constante de croissance plus élevée pour la 

dilution 1:4 du milieu de culture (K = 0.069 ± 2.62%). Bien que les diff€­

rences au niveau des constantes de croissance ne soient pas significative­

ment différentes, il semble que cette dilution soit la plus adéquate pour 

la croissance de Lenma minor compte tenu du nombre de frondes obtenu à la 

fin de la période expérimentale. 

Par contre, la croissance de la microflore totale est sensiblement 

la même dans chaque cas. Ce paramètre n'entre donc pas en conflit avec le 

précédent. Il est cependant à noter qu'une croissance de cet ordre pour 

la microflore peut s'expliquer par le fait que les organismes supérieurs 

de l'écosystème étant pour la majorité éliminés dès les premières heures 

après le transfert dans leur nouveau milieu, la population Ges décomposeurs 

s'accroît dans ce milieu qui leur devient favorable à cause des cadavres 

présents. C'e$t donc avec la dilution 1:4 du milieu de Hutner que les ex­

périences suivantes ont été effectuées. 

La seconde étape de l'étude consiste à évaluer le contenu en chlo-
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rophylle chez Lemna minor en fonction de la qualité du milieu. Nous 

avons tout d'abord effectué des tests preliminaires en utilisant diffé­

rentes quantités de plantes en culture dans le milieu de Hutner 1:4 afin 

de vérifier si des variations ndnimes dans le nombre de spécimens présen­

taient des différences détectables dans le contenu en chlorophylle; pour 

ce faire, nous avons utilisé la méthode décrite plus haut (p.22). Les 

résul ta ts présentés dans le tableau 3.3 démontrent que des différences 

minimes ne peuvent être décelées par la méthode utilisée, les valeurs 

obtenues se chevauchant dans plusieurs cas. Compte tenu de ces résultats 

et du cadre expérimental de ce mémoire, nous avons décidé de poursuivre 

l'étude en utilisant d'autres paramètres dont l'évaluation s'avère plus 

précise et plus concluante. 

3.2 Croissance de Lemna minor et de la microflore adjointe en présence de 

pétrole brut ct raffiné 

Les effets des huiles brutes et raffinées sur la croissance de la 

plante ainsi que sur la variation du nombre d'organismes de la microflore 

adjointe sont présentés aux tableaux 3.~ et 3.5. A partir de ces résul­

tats, on peut évaluer le seuil de toxicité de ces huiles, pour Lemna minor 

et la microflore adjointe; celui-ci se situe aux environs de 0.01 l1l/ml. 

Les huiles raffinées présentent cependant une toxicité plus marquée. Vis­

à-vis de la microflore adjointe, on constate que la toxicité des huiles se 

traduit par un effet bactériostatique s'accroissant avec i'augIllentation 

de la concentration d'huile d~~s le milieu. La représentation graphique 

de ces résultats aux figures 3.1 et 3.2 nous montre qu'aux concentrations 

de 0.01 l1l/ml., il n'y a qu'un léger fléchissement dans la croissance de la 

plante ainsi que de la microflore totale; pour 0.1 l1l/ml., il Y a un temps 
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d'action de quelques jours puis une recrudescence de croissance, donc un 

phénomène d'acclimatation au stress par les plantes. Le même phénomène 

ne s~~ble pas se produire en ce qui concerne la nUcroflore qui s~bit une 

~- diminution dans la croissance. Ce dernier phénom~ne étant plus percEpti­

ble daun le cas du pétrole brut, l'action du pétrole raffiné semble plus 

néfaste, la phase d'acclimatation arrivant beaucoup plus tard chez Lemua 

minor tandis que l'effet bactériostatique arrive au bout d'un certain 

temps m~is semble persistant. Aux fortes concentrations, soit 1.0 ~l/ml, 

il Y a dest~Jction des plantes dans les deux cas (huiles brutes et raffi­

nées) et l'effet bactériostatique apparaît au bout d'un certain temps et 

semble, ici aussi, persistant. 

Afin de miem~ comprendre le mode d'action de ces huiles, nous 

avons procéàé à une analyse de variance afin de déterminer si les varia­

tions dans la croissance de Lemna minor étaient imputables aux conc entra­

tions utilisées ou au type d'huile (brute ou raffinée). Pour ce faire, 

nous avons utilisé les données recueillies en triplicata lors des expé­

riences et qui sont contenues dans le tableau 3.la. 

La première étape consiste à analyser les résultats précédents 

afin de voir si les différences entre les groupes sont significatives . 

Le test F (tableau 3.1 b) indique que les moyennes des huit (8) po­

pulations sont significativement différentes, il s'agit donc de pcursuivre 

l'analyse des résultats afin da déterminer si la variation obtenue pro -­

vient du type d'huile utilisé (brute ou raffinée) ou des différentes con-

centrations étudiées. Au tableau 3. 2 ~ nous obtenons: 



L'effet des concentrations 

43607.10 

159.32 
= 273.70 

F95 (3.19) = 3.13 
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Les moyennes des différentes concentrations présentent une diffé­

rence significative à 57., elles ne sont donc pas égales. 

L'effet des types d'huile 

1261.50 = 7.91 
159.32 

F95 (1.19) = 4.38 

Les moyennes des différents types d'huile sont donc significative­

ment diff~relltes, l 5%, elles ne sont donc pas égales. 

Nous pouvons donc dire que les deux paramètres ont une influence 

sur la croissance de Lemna minor, cependant, il est évident que la concen­

tration a une influence plus marquée que le type de pétrole utilisé. 

L'observation microscopique nous a révélé une élimina tien massive 

des organismes présents dès les premières heures qui suivirent le trans­

fert dans le milieu de Hutner. Ce phénomène apparaissant avant l'introduc­

tion du stress, il était donc le résultat d'autres facteurs du nouveau mi­

lieu. Nous avons procédé à un contrôle strict des principaux pare~ètres: 

température, pH, conductivité, balance ionique du milieu (appendice 6), 

sans que la cause précise de ce phénomène ne puisse être identifiée. Ce­

pendant, à la fin de la période expérimentale (21 jours), nous avons remar­

qué la présence de nouveaux organismes dans l'écosystème. Il semble que 
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la communauté disparue au début de la période expérimentale fut rempla-

cée par une nouvelle communauté composée d'organismes présents, au début, 

en très petit nombre et qui ont trouvé des conditions propices à leur dé-

ve10ppement. Cette nouvelle communauté est principalement composée de 

nouvelles espèces de protozoaires, de rotifères et d'algues vertes. 

Ce phénomène fut observé à la fois dans les flacons ou l'écosystè-

me était soumis à un stress (huiles brutes et raffinées) indépendamment de 

la concentration, ainsi que dans les flacons témoins. Il est donc évident 

que les huiles n'ont aucun effet aigu, aux concentrations utilisées, sur 

les organismes observés. On peut également dire que cette nouvelle commu-

nauté d'organismes se développe indépendamment de la plante support. 

3.3 Synthèse d'acides ribonucléiques chez Lemua minor en présence de pé-

tro1ebrut 

La dernière étape de cette étude consiste à caractériser biochimi-

quement, de manière partielle, l'action que peut avoir l'huile brute sur 

la plante support. A cette fin, nous avons choisi de mesurer la synthèse 

des AR..~ che z Lemna mino r soumise aux mêmes tr ai temen ts que lors des expé-

riences précédentes. Le tableau 3. 6 indique que la synthèse des ARN es t 

respectivement inhibée de 84.1% et 32% lorsque la plante est soumise à une 

forte (1.0 ~1/m1.) et moyenne (0.1 ~1/m1.) concentration de pétrole brut. 

En ce qui concerne les faibles concentrations (0.01 ~1/m1.), il semble que, 

comme dans les cas précédents, on soit en présence d'un seuil de toxicité 

pour les huiles brutes envers la synthèse des AF.N chez Lemna minore 

De ces résultats, nous pouvons dire que l'un des mécanismes causant 

l'inhibition ou le ralentissement de la croissance chez Lemna minor est 

l'inhibition de la synthèse des ARN. Ceci s'explique par l'importance de 
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ces acides nucléiques dans les phénomènes contrôlant la synthèse des pro­

téines, lesquelles sont nécessaires pour qu'il y ait croissance et repro­

duction puisqu'elles sont les principaux constituants de la matière vi­

vante. Les huiles peuvent aussi agir physiquement en empêchant les échan­

ges gazeux nécessaires au fonctionnement des plantes, et ceci en formant 

un film à la surface de l'eau. Notons cependant que les huiles ont aussi 

probablement d'autres modes d'action sur les plantes. Nous pouvons suppo­

ser que plusieurs facteurs ont pu intel~ènir dans le cas présent pour inhi­

ber la croissance des plantes jusqu'à les détruire â forte concentration. 



TABLEAU 3.1a: Nombre de frondes de Lemna mino~ obtenus après trai­

tement avec les huiles brutes et raffinées 

Concentration Huiles 1 

11l/ml. Brutes Raffinées 

191 191 

Témoins 188 188 

197 197 

I: 576 576 

146 145 

0.01 145 143 

153 136 

1: 444 424 

85 32 

0.1 87 40 

95 41 _. 
1: 267 113 

0 0 

1.0 0 0 

0 0 

1: 0 0 
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NOMBRE TOTAL 2400 

1 Les résultats sont expri~és en no~bre de fron~es totales 
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TABLEAU 3 .1b: Analyse de variance entre les groupes du Tableau 3.1a 

1 

Somme des carrés D.L. Moyenne des carrés F 

Entre les 8 
134,840.66 7 19,262.95 1,135.79 

moyennes 

a l'intérieur 271. 34 16 16.96 F9S (7·16)2.6 

Total 135,212 23 

TABLEAU 3.1c: Détermination de la provenance de la variation 

obtenue;ors de l'analyse de variance du Tableau 3.1b 

Sonnne des carrés D.1. Moyenne des carrés 

Moyenne des 
130,821.32 3 43,607.10 

rangées 

Moyenne des 
1,261.50 1 1,261. 50 

colonnes 

Résidus 3,027.18 19 159.32 

Total 135,112 23 

D.L.: Degrés de liberté 



TABLEAU 3.2: Recherche de la dilùtion optimale du milieu de Hutner pour 

la croissance de Lemna minor 

Milieu de Hutner 

Durée Dilution 1:2 Dilution 1:4 Dilution 1:8 

L. minor microflore L. minor microflore L. minor microflore 

nb(l) /60 ml nb/ml nb/60ml nb/ml nb/60ml nb/60 ml 

Stade 3 3 2 
40 2.75 x 10 40 1.65 x 10 40 3.25 x 10 

initial 

.. . . 

après 
117 ± 3.8(2) 3 4 4 

9.0 x 10 105 ± 2.9 2.15 x 10 108 ± 4.6 1.57 x 10 
7 jours 

après 6 6 6 
303 ± 13.2 3.25 x 10 376 ± 7.0 7.5 x 10 332 ± 12.0 7.5 x 10 

14 jours 

K 0.063 ± 3.94% 0.069 ± 2.62% 0.065 ± 3.49% --- -

-- - -

(1) nb nombre de frondes 

(2) écart-type calculé à partir de 5 valeurs 

1 

1 

1 
, 

1 

1 
~ 
o 
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TABLEAU 3.3: Evaluation du contenu en chlorophylle chez 

Lemnaminor en fonction du nombre d'individus. 

nb de D.O. D.O. D.O. e 0::(1) 

Lemna minor 665 645 
1 

630 ---- approx. 

20 0.148 0.068 0.040 2.0 

20 0.164 0.081 0.052 2.2 

20 0.187 0.086 0.054 2.6 

20 0.152 0.064 0.038 2.1 

30 0.195 0.092 0.059 2.7 

30 0.243 0.105 0.060 3.5 

40 0.224 0.102 0.059 3.2 

40 0.241 0.110 0.069 3.4 

(1) Formule: voir page 23. 



TABLEAU 3.4: Croissance de Lemna minor et de la microflore adjointe en présence de 

pétrole brut 

----

Dénombrement 

Lemna minor Microflore adjointe \ 

" Durée nombre de frondes/20 ml nombre/ml 

Témoin Pétrole Pétrole Pétrole Témoin Pétrole Pétrole Pétrole 

1 ].ll/ml 0.1 ].ll/ml 0.01 1l1/m1 11l1/ m1 0.1 1l1/m1 0.01 1l1/m1 

Stade 2 2 2 2 20 20 20 20 2.5 x 10 1. 6 x 10 1. 7 x 10 2.5 x 10 
initial 

Stade après 
67±2.7(1) 4 3 3 3 8 ± 3.8 42 ± 4.1 59 ± 2.8 1.6 x 10 1. 7 x 10 1.6 x 10 8.0 x 10 

7 jours 

Stade après 6 3 4 5 192±4.6 0 89 ± 5.3 148 ± 4.4 1.6 x 10 1. 7 x 10 1.1 x 10 6.0 x 10 
14 jours 

K p .070±2. 84% 0.046±5.77% O.062±3.27% , 

--

'(1) Ecart-type calculé à partir de 3 valeurs 

1 
1 

::­
r..J 



TABLEAU 3.5: Croissance de Lemna minor et de la microflore adjointe en présence de 

pétrole raffine. 

Dénombrement 

Lemna minor Microflore adjointe 

Durée nombre de frondes/20 ml nombre/ml 

Témoin Pétrole Pétrole Pétrole Témoin Pétrole Pétrole 

1 Ill/ml 0.1 Ill/ml 0.01 lll/ml lill/ml 0.1 Ill/ml 

Stade 
2 1

2 2 20 20 20 20 2.5 x 10 1.6 x 10 1. 7 x 10 
initial 

Stade après 
67± 2.7(1): 4 1. 7 x 103 3 0 11 ± 3.9 50 ± 2.7 1.6 x 10 1.4 x 10 

7 jours 

Stade après 6 3 3 192±4.6 0 37 ± 5.0 141 ± 4.7 1. 6 x 10 1. 6 x 10 1. 7 x 10 
14 jours 

K 0.070±2.84% 0.019±25.95% 0.060±3.49% , 

" -- -- --- - -- - - -

(1) Ecart-type calculé à partir de 3 valeurs. 

Pétrole 

0.01 lll/ml ! 

. 2 
2.5 x 10 

1.1 x 10 4 

9 x 105 

.&::­
W 

1 



TABLEAU 3.6: Synthèse d'ARN chez Lemnaminor en présence 

de pétrole brut 

1 Traitement 

Témoin 

Pétrole: 1 ~l/ml 

Pétrole: 0.1 ~l/ml 

Pétrole: 0.01 ~l/ml 

Résultats 2 

3520 (0%) 

560 (-84.1%) 

2392 (-32.07.) 

3528 (0.2%) 

44 -

1 - 7 jours d'équilibration + 7 jours de présence de pétrole brut 

2 - dpm/mg d'ARN/gr de Lemne./heure et ).JC d'incorporation 

d f m:idine l4C 
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Fig. 3. 1 . Croissance de Lemna minor· en présence de pétrole brut et raffiné. 
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. CONCLUSION 

A la suite des expériences effectuées dans le cadre de cette étu­

de, nous pouvons conclure que: 

Les huiles brute et raffinée ont un seuil de toxicité semblable, 

soit 0.01 ~l/ml., en ce qui concerne la croissance de Lemna minor 

ainsi que de la microflore adjointe. 

a1ez Lemna minor, cette toxicité se manifeste par un ralentisse­

ment de la croissance et de la reproduction, ce qui peut même 

entrainer, à des concentrations plus élevées, la disparition des 

plantes. 

- A des concentrations plus faibles, la croissance des plantes con­

tinue après une certaine période d'adaptation alors qu'elle ne 

semble pas se manifester pour la microflore qui subit un léger 

fléchissement de son taux de croissance sans recrudescence ulté­

rieure. 

- La toxicité de ces huiles sur la mlcrof1ore totale se traduit 

par un effet bactériostatique. 

- Une des causes de la toxicité des huiles brutes envers la plante 

serait l'inhibition de la synthèse des acides ribonucléiques né­

cessaires à la synthèse des protéines de croissance et de repro­

duction. 

On en déduit qu'à une concentration supérieure à .-01 PPl'l, les 

huiles brutes et raffinées déversées dans l'écosystème aquatique 

peuvent causer des dommages sérieux à la végétation et par le 

fait même compromettre l'équilibre de l'écosystème en question. 



- Dès l'introduction des plantes dans le milieu de culture de 

Hutner~ il y a changement en ce qui concerne le nombre de re­

présentants de chaque espèce d'organisme associé à celle-ci; 
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la population initiale est remplacée progressivement par une au­

tre, composée d'espèces différentes qui ont trouvé un milieu qui 

leur est plus favorable. Cette dernière particularité rend diffi­

cile l'étude des effets des huiles sur la population initiale de 

l'écosystème. 

- La nouvelle population semble peu sensible aux huiles brutes et 

raffinées puisque nous avons retrouvé des populations quantitati­

vement comparables dans chaque flacon indépendamment de la concen­

tration en huile. Cette population se développe aussi bien dans 

un milieu ne contenant aucune ou peu de plante-support, elle 

ft' est donc pas nécessairement liée à 1 t écosystème de la rhizosphè.­

re de Lemna minor. 

Nous pouvons donc recommander, à la suite de cette étude, qu'avant 

de procéder à des expériences ultérieures utilisant le même écosystème, il 

serait préférable de trouver en premier lieu un milieu de culture plus adé­

quat afin de maintenir la population initiale d'organismes associés à lemna 

minor. Une fois ce problème résolu, ce qui rendrait le système réellement 

opérant, nous croyons que celui-ci serait très utile dans les études de pol­

lution et de qualité de l'eau. En effet, le système allie plusjeurs avan­

tages; manipulation facile et pratique permettant d'observer les organismes 

dans leur milieu sans les soumettre aux stress de transfert, possibilité de 

procéder à plusieurs expériences simultanées dans un minimum d'espace, fai­

ble coût de mise en place et d'opération. 



APPENDICE 1 

L'ECOSYSTEME UTILISE PAR S.A. VISSER ET AL. 1973 (25) 

Dans le cas présent, l'écosystème est employe comme instrument 

de mesure du transfert d'azote dans le milieu. 
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Ces transferts sont mesures, à l'aide d'azote radioactif l5N de 

l'atmosphère aux: fixateurs microbiens (Azotobacter chrooCOCC\!nl ou flore 

mixte plus Azotobacter chroococcum), à une plante verte (60 Lemna minor), 

à des décomposeurs, à l'eau (milieu nutritif 10 ml.), et finalement au 

sol (lOg. de Kaolinite) ce dernier étant disposé avec une pente de 450 

procurant des interfaces sol/air/eau (voir schema A.l). 

L'écosystème présent offre plusieurs possibilités d'études de 

transferts de matière dans le milieu naturel, ce qui s'avère un nouveau 

champ d'intérêt dans l'utilisation d'écosystèmes expérimentaux. En effet, 

l'expérience ci-haut décrite nous montre qu'en plus de servir d'instruments 

de mesure de la qualité de l'eau, les écosystèmes expérimentaux peuvent 

aider à comprendre les différents mécanismes impliqués dans le maintien 

de l'équilibre dynamique nécessaire au bon fonctionnement d'un écosystème 

naturel. 
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Schéma A.I . Ëcosystème pourvu d'un manomètre et de tubes pour les 
échanges gazeux . 
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APPENDICE 2 

LtECOSYSTEME SAUMATRE DEJ.C. LACAZE ET AL. 1969 (13) 

Ce type d'écosystème est spécifique pour les eaux saUmâtres mais 

le principe est intéressant à souligner et applicable dans la plupart des 

cas. Les auteurs ont utilisé le milieu naturel comme milieu de culture; 

ils ont même ajouté des sédiments pour recréer le plus fidèlement possible 

le milieu naturel. 

Ltécosystème est contenu dans 4 bacs de 3,000/1 avec un éclairement 

de 3,000 lux (250 bougies/pied) et une photopériode de 12 heures (voir 

schéma A.2). Les constituants de l'écosystème renferment deux algues ma­

croscopiques, Chaetomorpha lineum et Cladophora parriandii; des algues mi­

croscopiques, Spirulina subsalsa, Oscillatoria chalybea, Lyngb~ 1utea, 

Ulve11a sp., Exurie11a sp. et des diatomées. 

La macrofaune y est représentée par des isopodes, amphipodes, gas­

téropodes, lamellibranches et hydraires et la microfaune par des copepodes, 

protozoaires ciliés, nématodes, rotifères, gastrotriches, acarjens et ostra­

codes. 

Etant donné la complexité de l'écosystème, les auteurs ont préféré 

porter leur étude sur un seul constituant de l'écosystème, les diatomées du 

périphyton, plus précisément sur la biostructure de la communauté des Dia­

tomées. 
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APPENDICE 3 

L'ECOSYSTEME UTILISE PAR R.L. METCALF ET AL. 1971 (18) 

Cet écosystème expérimental est utilisé pour l'étude de la biodé­

gradation de pesticides marqués radioactivement dans les différents cons­

tituants de la chaine alimentaire. 

L'ensemble est maintenu dans un aquarium (10" x 12" x 20") conte­

nant 15 kg. de sable blanc à base de quartz, possédant une pente reprodui­

sant les interfaces sol/air/eau et renfermant 7 litres de milieu nutritif 

procurant les éléments nécessaires pour les différents constituants de la 

chaîne alimentaire . Celle-ci est composée des éléments suivants: 

- Serphum halpense: une plante terrestre (50 graines) 

- Estigmene acrea: un insecte terrestre (10 larves) 

- Oegonium cardiacum: une algue 

- Daphnia magna} un crustacé planctonique (30 individus) 

Noclearia, Coleps, Vorticella, Paramécium: des protozoaires 

- Asplanchnopus, Notomatta, Euclaris, Scaridium: des rotifères 

- Physa sp.: un mollusque (10 individus) 

- Culex pipiens quiquefasciatas: un. moustique (300 larves) 

- Gambusia affinis: un poisson (3 individus) 

Comme les auteurs le soulignent: '~a méthode procure une estima~ 

tion de la toxicité potentielle des produits de dégradation des pesticides 
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sur une variété d'organismes. Le système semble spécialement convenir 

pour un modèle d'informatique. et pour l'étude des effets de légers change­

ments de propriétés moléculaires sur le potentiel de dégradation que pos­

sède le milieu." 



N.L+t-t--Niveau de l'eau 

SCHËMA A.3 . 

Vue d'ensemble de l'écosystème utilisé pour l'étude de 10 
biodégrabi lité des pesticides. 
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APPENDICE 4 

TABLE DE McCRADY POUR L'EVALUATION DE LA MICROFLORE TOTALE 1 

5 tubes/dilution 

cu cu cu cu ;J ;J ;J ;J 
0- t/) 0- t/) 0- t/) 0- t/) 
-ri cu -ri QI -ri QI -ri Cl) 
"-' .0 "-' .0 "-' .0 "-' .0 cu t/) cu 0 cu t/) ru 0 ru t/) cu 0 ru CIl QI 0 ~ -ri ~ ~ ~ -ri ~I ~ ~ -ri ~ ~ ~ -ri ~ ~ 

~ ~ 
~ CJ il ~ .0 CJ .0 ~ 1l CJ 

~ ~ ! ~ U ,QI -g ,0> S -ri S ,Cl) or-! ,ru -ri 0 .&..J 0 0 .&..J 0 s 
1 

0 "-' 0 S 0 .&..J 0 S Z u Z Z CJ Z Z u Z Z u Z !il cu !il ru ru cu tU ru 
~ 't:I ~ 't:I ~ 't:I l-l 't:I 

* 
tU 

** tU 

1 

!il !il 
U U U U 

000 0,0 203 1,2 
1 

400 1,3 513 8,5 
001 0,2 210 0,7 401 1,7 520 5,0 
002 0,4 211 0,9 402 2,0 521 7,0 
010 0,2 212 1,2 403 2,5 522 9,5 
011 0,4 220 0,9 410 1,7 523 12,0 
012 0,6 221 1,2 

1 

411 2,0 524 15,0 
020 0,4 222 1,4 412 2,5 525 17,5 
021 0,6 230 1,2 

1 
420 2,0 530 8,0 

030 0,6 231 1,4 

1 

421 2,5 531 Il,0 
100 0,2 240 1,4 422 3,0 532 14,0 
101 0,4 300 0,8 

1 
430 2,5 533 17,5 

102 0,6 301 1,1 431 3,0 534 20,0 
103 0,8 302 1,4 432 4,0 535 25,0 
110 0,4 310 1,1 440 3,5 540 13,0 
111 0,6 311 1,4 441 4,0 541 17,0 
112 0,8 312 1,7 450 4,0 542 25,0 
120 0,6 313 2,0 451· 5,0 543 30,0 
121 0,8 320 1,4 500 2,5 544 35,0 
122 1,0 321 1,7 501 3,0 545 45,0 
130 0,8 322 2,0 502 4,0 550 25,0 
131 1,0 330 1,7 503 6,0 551 35,0 
140 1,1 331 2,0 504 7,5 552 60,0 
200 0,5 340 2,0 510 3,5 553 90,0 
201 0,7 341 2,5 511 4,5 554 160,0 
202 0,9 350 2,5 512 6,0 555 180,0 

* Nombre de tubes positifs à chaque dilution 

~~ Correction en fonction de la dilution pour avoir le nombre de germes 

par millilitre 

1 Tiré de POCHON, J. et P. TARDIEUX (22) 
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COMPOSITION

.APPENDICE 
5

DU MILIEU DE CT'LTT'RE DE I{UTNER (]-].)

K2H P04 0 . 0 4  g

EDTA

MSSoO. TH,O

NH4N03

Ca

0 . 0 5

0 . 0 s

0 . 0 2  g

6.0 rng (CaCO, facreur

mum de gUO3)

2.50 dissout,  dans un mi_ni-

fac teur  4 .39)

fac teur  3 .08)

facËeur  4 .98)

fac teur  5 .72)

fac teur  2 .52)

fac teur  3 .94)

fac teur  4 .76)

g

g

Zn

Un

Fe

B

Mo

Cu

Co

1.5 ng (znso4.7H2o

0.5 ng (MnSO4.H2O

,

,

)0 .5  rog  (FeSOO .7HZo

1.0 ng (H3Bo3 t

1.0 ng (NarI ' loOO .2HrO;

0.1 ng (cusoO .sHZo ;

0 .04  ng  ( coso .  . 7H2o  ;

Les élénents traces de cette l isÈe sont indiqués sous forme de né-

tal-  ou sous forme de sel; les facteurs gravimétr iques sont donnés pour fa-

ci l i ter le calcul  lorsquron pèse 1e sel pour obÈenir le polds désiré du

néta'I. 11 est recomqandé de préparer une solutlon stock 100 fois concen-

trêe des élénents traces en omettanÈ le Ca et l-e Fe. Cette solution stock

doit être légèrement aeidifiée pour éviter la précipltatlon; Ia sol-ution

stock de Fe par ai l leurs doit  âtre fortement acidi f iée. Le pH est aJusté

entre 5-6 et 6.0 avec une solut ion de KoH fraîchement préparée et le volume

final  est complété à L00 nl .
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APPENDICE 6

CAUSES POSSIBLES DE LA DISPARITION DES ORGANISMES DE LTECOSYSÎEME

Les obsenrat ions mLcroscopiques effectuées après l r lntroduct ion t le

Lemna rn{nor dans 1es flacons expérimentaux nous ont révéLé lrabsence dror-

ganismes qui sont norrnalement introduit.s avec les plantes. Nous avons donc

cherehê les causes possibles de cette dispari t ion. Quelques paramètres ont

été écartés au départ  puisqu?i ls ne pouvaient causer des f luctuat ions dans

la population vu qurils étaient identiques dans 1es flacons et dans 1a cul-

ture-stock: la température Q4oq, la conduct ibi l i té (S.5 ni1.Li .  MHO) et la

balance ionique. Nous avons par 1a suite mesure J,e pH dans lraquarium de

notre cul ture-stock af in de voir  sr i l  étai t  sensiblement di f férent du ni l ieu

de l lutner (5.6 -  6.0).  Nous nravions pas procédé à des mesures senblables

auparavant car il nry avait aucune mention dans la littérature de difficui-

tés dans le transfert  des plantes en ce qui a trai t  aux organismes associés.

Nous avons procédê à des nesures durant deux jours consé-cutifs à différen-

tes heures de la journée. Le tabl-eau 4.6 montre une f luctuat ion assez im-

portante du pt{ de l-faquarium durant 24 heures. Cette fluctuation est prin-

cipa3-emenÈ due aux échanges gazeux effectués par les plantes; duraot 1a

Journée, i l  y a photosynÊhèse et donc ut i l - isat ion du COr, ee qui rend 1e

mil-ieu plus basique tandis que 1e soir la photosynthèse dinrinue et l-a res-

piration domine, ce qui favorise le rejet de CO, et acidifie ainsi l-e mi-

lieu. Lors de nos expériences, nous avions effectuê le transferË des plan-

tes au rnilieu de la Journée au moment où le pH de lfaquarium est assez ba-

sique (=8.5) alors que celui  du rnLl ieu de Hutner est plus aclde (=5.8)"

Cette dlffêrence pouvait être suffisante pour causer la nort de nombreux

organismes présents. Nous avons donc choisi de réaliser les transferts de

plantes très tôt  le matin af in dramoindrir  la di f férence prêeitêe de pH.
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Toutefois, même en êyant pris toutes les précautions possibles, il_ y a'ait

une dispari t ion dforganisaes. '  Nonobstant ceci ,  coune nous I favons mention-

né plus haut (voir  discussion 3.2),  ce nrêtai t  pas une destruct ion systé-

ûatique mals plutôt un phénornène de rençlaeement drune population par une

autre à cause du changement des conditlons du milieu.

TABLEAU A.1.

Variations du pH de la culture-stock

Jours consécutj-fsde Lewra mi.nor duranÈ deux

IIETJRES PII

8 : 3 0  A . M ,

11 - :00  A .M,

2 : 0 0  P . M .

4 : 0 0  P . M .

9 : 0 0  P . M .

l -er Jour 2e jour

7 . 7

8 . 0

8 . 8 9

8 . 8 8

8 . 7 5

7 . s 4

7 . 8 4

8 . 2 7

8 , 2 9

8 .  L5
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