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RESUME

Le sort planétaire des amphibiens s’avére des plus inquiétants depuis quelques années.
Afin de mieux comprendre la situation, nous avons choisi d’étudier I’impact des
agripesticides sur le systtme immunitaire, ainsi que les antioxydants de la peau du
ouaouaron (Lithobates catesbeianus). En effet la pollution de I’eau pourrait affecter ces
systémes et favoriser une baisse de la résistance des amphibiens, les rendant plus
vulnérables a diverses maladies, ce qui expliquerait en partie leur déclin. Le systéme
immunitaire est composé de plusieurs cellules dont les macrophages et les lymphocytes,
mais aussi de peptides retrouvés au niveau de la peau. Les cellules cutanées sont
protégées par des antioxydants qui préviennent I’accumulation de radicaux libres. Parmi
ces antioxydants, les rétinoides jouent un réle important dans la régénération cellulaire.
Les caroténoides et la vitamine E, pour leur part, vont entre autres capter les radicaux
libres, ce qui est primordial pour la santé des amphibiens. Le but de cette étude est
d’établir si le niveau de pollution agricole affecte ces différents systémes. Pour débuter,
I’échantillonnage de ouaouarons a été effectué dans 6 bassins versants de la riviére
Yamaska. Dans un premier temps, A partir des cellules de la rate, les biomarqueurs
immunitaires suivis ont été : la viabilité, la phagocytose et la flambée oxydative. Ensuite,
I’analyse de la présence de 8 peptides dans la peau (ranatuerine 1, 2, 2Ca, 3, 5, 7 et 8) a
été obtenue par HPLC-MS-MS et PCR temps réel. Dans un second temps, la
concentration d’antioxydants présente dans la peau a été analysée par CLHP. Les résultats
obtenus démontrent que I’ensemble des systémes de défenses du ouaouaron semble

affecté par la présence de polluants.

Sophie Dussault Michel Fournier
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INTRODUCTION

Depuis quelques décennies, la diminution et méme [’extinction de plusieurs
espéces d’amphibiens ont été remarquées (Houlahan er al. 2000). Ce déclin est constaté
sur tous les continents. Notamment, au Québec, la population de trois espéces
d’amphibiens (rainette faux-grillons de I’ouest (Pseudacris triseriata), Salamandre
pourpre (Gyrinophilus porphyriticus) et la Salamandre sombre des montagnes
(Desmognathus ochrophaeus)) est considérée comme vulnérable ou menacée. (MRNF,
2010, http:/'www3.mrf.eouv.qc.ca). Plusieurs facteurs sont pointés du doigt dont:
I’augmentation des radiations UV (Blaustein et al. 1994, 1997; Kiesecker et Blaustein
1995; Kiesecker et al. 2001; Middleton ef al. 2001) , la destruction des habitats (Hecnar et
M’Closkey 1996; Davidson ef al. 2002; Becker et al. 2007) , I’introduction de nouvelles
espéces (Bradford er al. 1993; Lawler er al. 1999; Knapp et al. 2007), les changements
climatiques (Carey et Alexander 2003; Araujo ef al. 2006; Pound er al. 2006),
I’augmentation de la pollution (Sparling et al. 2001; Blaustein er al. 2003; Smith er al.
2005) et ’augmentation des infections (Berger et al. 1998; Daszak ef al. 1999) . Ce sont

ces deux derniers points qui captent particulierement mon attention.

L’activité humaine engendre une augmentation de la pollution. L’agriculture fait
partie de ces activités polluantes. En effet, un grand nombre de produits toxiques sont
utilisés, tels que les insecticides, les fongicides et les engrais. Au Québec, la riviére de la
Yamaska fait I’objet d’une grande inquiétude, car elle est ’'une des plus polluées au
Canada. Cette pollution est causée par une forte intensité d’activités agricoles (mais et
soya en majorité) qui bordent les riviéres et ses bassins versants qui deviennent le milieu
récepteur des pesticides (Berryman, 2008). Des analyses régulieres d’échantillons d’eau
provenant de la riviére Yamaska, effectuées par le Ministere du Développement Durable
et des Parcs (MDDEP), nous permettent de bien saisir I’importance de cette pollution.
Parmi ces pesticides, quelques-uns s’avérent plus inquiétants que d'autres. L’atrazine et le
métolachlore, pour ne nommer qu’eux, peuvent avoir des effets particuliérement nuisibles

pour les organismes aquatiques, incluant les amphibiens (Cooper et al. 2000; Sparling et



al. 2001; Christin ef al. 2004; Brodkin ef al. 2007; Grigg et Belden 2008; Marcogliese ef
al. 2009).

Depuis quelques années, une augmentation des infections chez les amphibiens a
été dénotée, notamment chez la grenouille. Ces infections comprennent, entre autres, les
ranavirus, les parasites et les champignons (Miller ef al. 2007; Cunningham ef al. 2008).
Les ranavirus sont des virus qui s’attaquent aux grenouilles de type Rana. Un des virus
particulierement présent, faisant partie de la famille des /ridiviridae, est le Frog Virus 3
(FV3) (Hyatt et al. 2000). Le FV3 généere des problémes de santé trés graves allant
jusqu’a causer la mort (Cunningham et al. 1996; Daszak et al. 2003). La grenouille est
aussi infectée par un parasite, plus particuliérement un trématode, le Ribeiroia ondatrae.
Ce dernier posséde un cycle de vie qui implique comme hétes divers animaux, dont la
grenouille (Ankley er al. 2004). Ce trématode semble étre un facteur important dans les
cas de malformations (Johnson et Sutherland 2003). Enfin, un champignon, le
Batrachochytrium dendrobatidis, est présent normalement dans les cours d’eau et sur la
peau des grenouilles (Berger er al. 1999). Cependant, lorsque la résistance immunitaire
diminue, il en profite pour infecter la kératine de la peau et ce, souvent de fagon mortelle

(Rollins-Smith er al. 2009).

Toutes ces infections ont un lien direct avec la diminution de la résistance. Cette
résistance est associée au systéme immunitaire ayant comme fonction premiére de
maitriser les agents pathogénes et infectieux, afin de préserver la santé et la survie de
I’animal. Dans le cas des grenouilles, le systéme immunitaire comprend les cellules du
systtme immunitaire inné (macrophages et neutrophiles) et les cellules du systéme
immunitaire adaptatif (lymphocytes B et T) (Kobel et Tinsley 1996). De plus, une grande
particularité des grenouilles est la production de peptides antimicrobiens au niveau de la
peau (Carey er al. 1999). Ces peptides présentent des propriétés antiseptiques et
antifongiques (Conlon et al. 1999, 2009; Rollins-Smith ez al. 2003, 2005a).

Un autre facteur important dans le maintien de la santé des grenouilles, est la
présence d’antioxydants. En effet, ceux-ci protégent les cellules contre les radicaux libres

qui pourraient les endommager (Di Mascio ef al. 1991). Il y a un grand nombre de
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molécules qui sont considérées comme antioxydantes. Cependant, je m’attarderai en
particulier sur les caroténoides et les vitamines A et E, car ils sont particuliérement
importants pour la peau. Les caroténoides sont, pour la plupart, des pro-vitamines A, ce
qui signifie qu’ils sont transformés en vitamine A une fois ingérés (Chew et Park 2004).
La vitamine A, particuliérement sous forme d’acide rétinoique, joue plusieurs réles au
niveau cellulaire (Ross ef al. 2000; Manicassamy et Pulendran 2009). Cette vitamine ne
peut étre synthétisée de novo, elle doit donc étre absorbée par le biais de I’alimentation
(Boily er al. 2004). La vitamine E, pour sa part, est un antioxydant trés puissant par sa

grande capacité a capter les radicaux libres (Burton, 1994; Singh er al. 2008).

Dans cette étude, nous nous sommes intéressé aux amphibiens, plus
particuliérement au ouaouaron (Lithobates catesbeianus anciennement Rana
catesbeiana), car il est une excellente espéce sentinelle : son état de santé fournit une
indication pertinente de la qualité de son environnement. Notre projet fait partie d’une
vaste étude dans laquelle plusieurs équipes de chercheurs sont impliquées. Il s’agit du
«Projet ouaouaron de la Yamaska». Le ouaouaron a été choisi pour plusieurs raisons
spécifiques. D’une part, cette espéce n’est pas en danger. Ce facteur s’avere important
lorsqu’on veut faire de I’échantillonnage, car il est primordial de s’assurer que I’espéce ne
soit pas mise en péril a la suite de la capture. D’autre part, les représentants de cette
espéce d’amphibiens sont les plus gros en Amérique du Nord. Dans le cadre d’une vaste
étude qui comprend plusieurs chercheurs, cette particularité permet de prélever une bonne
quantité de tissus pour les différents tests, ce qui pourrait étre I’imitant avec des

grenouilles de taille plus petite.

Tous ces éléments nous ont amené a envisager un lien possible entre le niveau de
pollution agricole et le systtme immunitaire du ouaouaron. Christin ef al. (2003), ont
remarqué que le systéme immunitaire de grenouilles exposées a un mélange de pesticides
a été altéré, notamment au niveau de la phagocytose. Dans ce contexte, une de mes
hypothéses de recherche propose que les cellules immunitaires des ouaouarons provenant
des sites plus pollués ne réagiront pas d’une maniére optimale, ce qui peut empécher ces
grenouilles d’avoir une bonne défense contre les agents infectieux. En ce qui concerne les

peptides de la peau, aucune étude n’a encore été effectuée sur les effets possibles des



polluants sur leurs productions ou leurs fonctions. Cependant, 1’augmentation des
infections cutanées causées par le Batrachochytrium dendrobatidis laisse supposer une
diminution de la capacité de résistance de la peau des amphibiens. C’est pourquoi je
propose que de la production des peptides antimicrobiens sera diminuée chez les

ouaouarons provenant des milieux les plus pollués.

En ce qui concerne les rétinoides, il a été démontré que la pollution d’origine
agricole affectait les concentrations de rétinol dans le foie et dans le plasma (Bérubé ef al.
2005; Boily er al. 2005). Cette diminution dans le plasma laisse a penser une possible
interaction avec les protéines de transport, ce qui laisse supposer que la concentration de
rétinol au niveau de la peau pourrait étre affectée. Pour les autres antioxydants comme les
caroténoides et la vitamine E, il n’y a pas d’étude effectuée sur I’effet des pesticides sur
ces derniers. Toutefois, un grand nombre de chercheurs on démontré que les antioxydants
Jouaient un réle important contre les effets oxydatifs des pesticides. Suite a cela, je
suggere que la présence de pesticide va provoquer une augmentation de la concentration
des différents antioxydants au niveau de la peau pour les grenouilles vivant dans un

milieu a plus forte concentrations de polluants.

Le mémoire comprend cinq chapitres. Le premier rapporte la revue de la
littérature, le second est un article (titre : Effet des pesticides d’origine agricole sur le
systeme de défense immunitaire du ouaouaron (Lithobates catesbeianus) et le troisiéme
traite des différents antioxydants. Dans les deux derniers chapitres, je décrirai une

expérience menée avec des Xénopus laevis in vitro suivie d’une conclusion générale.



CHAPITRE 1

ETENDUE DES CONNAISSANCES

1- Mise en contexte

1.1 Le sort des amphibiens

Le sort des amphibiens est précaire, et ce, partout sur la planete. Plusieurs
raisons sont amenées pour expliquer cette diminution, nous pouvons citer entre autre: les
changements climatiques, la destruction des habitats, I’augmentation des radiations UV,
I’augmentation de la pollution et I’augmentation des infections. L’interaction de ces

différents facteurs peut sans doute étre extrémement nuisible a la survie des amphibiens.

1.2 Les changements climatiques

Les effets des changements climatiques demeurent difficiles a déterminer, car
chaque région en est affectée différemment. Dans certaines régions, une diminution des
précipitations et une augmentation de la température ont été remarquées. Ces
bouleversements atmosphériques limitent la disponibilité de I’eau et engendrent des stress
hydriques, ce qui contribue a augmenter les risques d’infections (Pounds et Crump 1994).
Ces diverses perturbations peuvent jouer un rdle dans le déclin, voire méme I’extinction
locale de populations de grenouilles (Pounds et Crump 1994; Pounds et al. 1999; Araujo
et al. 2006). De plus, un faible changement du niveau de 1’eau peut affecter la ponte des
ceufs et la survie des larves des amphibiens lors de la saison de reproduction, ce qui
provoque a long terme une diminution importante de la population (Carey et Alexander

2003; Araujo et al. 2006).

1.3 La destruction des habitats

11 est reconnu que la destruction des milieux humides contribue au déclin des

amphibiens (Semlitsch, 2002; Collins et Storfer 2003). Les marais font partie du cycle de



vie et de lieux privilégiés de reproduction de certains batraciens (Wilbur, 1980). Dans la
plupart des villes, les marais sont détruits pour I’implantation d’habitations ou d’autres
constructions. Cette urbanisation, en plus de détruire leur habitat, peut engendrer une

diminution de la qualité de I’eau (Delis ef al. 1996).

Le remblai des zones humides engendre également des fragmentations de territoire
qui perturbent la vie des grenouilles, nuisant ainsi aux espéces vivant en forét qui doivent
se déplacer vers les cours d’eau pour s’y reproduire (Cushman, 2006; Becker ef al. 2007).
Plusieurs fragmentations sont dues & I’implantation de routes. Dans une étude de
Eigenbrod et al. (2008), il y aurait une corrélation entre le niveau de trafic routier et la
diminution de la richesse des populations. De plus, I’augmentation du trafic peut affecter
la distribution d’espéces d’amphibiens (Vos et Chardon 1998; Carr et Fahrig 2001). Cet
effet peut sembler banal; cependant, cette modification peut engendrer des isolations et

méme des extinctions de métapopulations (Sjégren, 1991).

1.4 L’augmentation des radiations UV

Les rayons UV comprennent les UV-A, UV-B et les UV-C. Ces rayons sont
essentiels a la vie mais, en trop grande quantité, ils peuvent causer des problémes de
santé. La majorité des rayons sont absorbés par la couche d’ozone située dans la
stratosphere (Ricklefs et Miller 2005). De ces trois rayons, les UV-C semblent étre les
plus nocifs, bien que les UV-B démontraient des effets trés dangereux; ils peuvent causer
la mort cellulaire, des mutations, une diminution de la croissance, affecter le systéme
immunitaire et causer d’autres dommages mortels (Blaustein ef al. 1994, 1997; Kiesecker
et al. 2001; Blaustein et Belden 2003). Pour un grand nombre d’amphibiens, il a été
remarqué que I’éclosion des ceufs est affectée par les rayons UV-B (Blaustein et Belden
2003). De plus, Hayes ef al. (1996), ont remarqué chez la rainette du Pacifique (Hyla
regilla), la grenouille cascade (Rana cascadea) et le crapaud de 1’Ouest (Bufo boreas) une

augmentation de malformations lorsqu’ils sont exposés a des radiations UV-A et UV-B.



1.5 L’augmentation des différentes infections

L’ensemble des organismes vivants est infecté régulicrement par divers
pathogénes. Chez la grenouille, trois types infections se démarquent des autres, car elles
sont impliquées dans un grand nombre de mortalités : le champignon Batrachochytrium
dendrobatidis, le Frog virus 3 (FV3) du type Ranavirus et un trématode le Ribeiroia

ondatrae (Cunningham ef al. 1996; Berger ef al. 1999; Johnson et al. 1999).

1.5.1  Le champignon

Le Batrachochytrium dendrobatidis est un champignon qui infecte la peau et
cause un haut taux de mortalité chez les amphibiens (Berger er al. 1998; Daszak et al.
1999; Rachowicz er al. 2006). Chez la grenouille des montagnes a pattes jaunes (Rana
muscosa), ce champignon peut infecter le tétard et I’adulte (Berger et al. 1998;
Rachowick et Vredenburg 2004). Cependant, il semble que le champignon ne soit pas
mortel pour les tétards. En effet, bien qu’ils puissent étre infectés, ceux-ci n’en meurent
pas (Daszak er al. 2004; Rachowicz et al. 2006). Les symptémes d’un animal infecté
sont : I’anorexie, la léthargie, les ulcéres, la décoloration de la peau ainsi que la mue

excessive de la peau (Berger et al. 1999).

Bergeret bl., 1998

Figure 1 : Balayage numeérique par microscopie électronique de la peau d’une grenouille sauvage (Litoria
lesueuri), morte et infectée par le champignon Batrachochytrium dendrobatidis. A) Groupe de sporanges
matures dans les cellules de I’épiderme. Les tubes a décharge des sporanges sont visibles vers ’extérieur a
la surface de la cellule (indiqué par la fléche). B) La plupart des cellules contiennent des sporanges avec des
tubes a décharges non ouverts. (Les barres = 10 pum et les fléches pointent les sporanges)
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Lors de I’infection, le champignon pénétre dans la kératine pour s’y installer et se
reproduire (voir Figure 1). Les spores vont ensuite s’enkyster dans 1’épiderme grice aux
zoosporanges. Lorsqu’ils atteignent la maturité, ceux-ci traversent la peau et permettent
aux zoospores de sortir et d’infecter une autre partie de la peau ou un nouvel héte (Berger
et al. 1999) (Voir Figure 2). C’est grice aux zoospores que le champignon peut se
disperser. Une fois les zoospores libérées, elles ne peuvent pas se déplacer sur une longue
distance. Cependant, elles possédent une forte habilité & s’enkyster et ainsi, a infecter
(Piotrowski et al. 2004). Puisque ce champignon demeure au niveau des cellules de
I’épiderme, les cellules lymphocytaires ne sont pas mises a contribution (Pessier et al.
1999). C’est la raison pour laquelle les peptides jouent un réle primordial pour contrer
cette infection (Rollins-Smith e al. 2002a, 2003).

Indépendance aux substrats

2
E Zoospores

Les zoospores Les Sporanges

| s’enkystent liberent les
1 zoospores

Les sporanges
Les sporanges forment des
se développent zo0spores

Dépendance aux substrats

Kilpatrick et al., 2009
TRENDS in Ecology & Evolution

Figure 2 : Cycle du développement du champignon Batrachochytrium dendrobatidis.

1.5.2 Les ranavirus

Le ranavirus provoque une infection qui s’attaque aux vertébrés ectodermes et

semble étre un facteur a considérer dans le déclin des amphibiens (Cunningham et al.



1996). Les principaux symptomes sont des ulcéres, des hémorragies du systéme digestif
et des muscles squelettiques, des lésions de la peau, un affaiblissement des reins, des
malformations oculaires et des nécroses des reins, de la rate et du foie (Cunningham et al.
1996, 2008; Daszak er al. 1999; Robert er al. 2005; Miller ef al. 2007; Burton et al.
2008). Les modes de transmission se fait par la présence du virus dans ’eau, le
cannibalisme ou encore par contact direct avec des individus malades (Pearman er al.

2004; Harp et Petranka 2006).

1.5.3  Les parasites

L’un des parasites les plus répandus chez les amphibiens est un trématode
Ribeiroia ondatrae. Son cycle de vie implique trois hotes: 1) un escargot, 2) un poisson
ou une grenouille et 3) un oiseau ou un mammifére (Johnson et Sutherland 2003; Ankley
et al. 2004; Baker et al. 2004). 11 est reconnu pour causer des malformations et de la
mortalité (Johnson er al. 1999, 2002; Stopper et al. 2002). Ce parasite a des effets
néfastes en fonction du stade de développement de la grenouille. En effet, Schotthoefer er
al. (2003) ont démontré que le taux de mortalité était trés élevé chez les tétards avant
I’apparition des membres. De plus, si la contamination se faisait lors de I’apparition des
bourgeons des membres, le risque de malformation augmentait de fagon significative. Ces
mémes chercheurs ont aussi démontré que chez I’adulte, I’infection s’avérait sans
conséquence nocive. Plusieurs facteurs favorisent I’infection, comme I’eutrophisation des

cours d’eau ainsi que la présence de contaminants (Baker et al. 2004).

1.6 L’augmentation de la pollution

Bien que I’humain ait toujours eu un impact sur son environnement,
Iindustrialisation et la mondialisation ont augmenté I’utilisation de produits chimiques.
Depuis quelques années, les réglementations sont plus sévéres, mais une dépendance des
agriculteurs face a ces produits incite leur utilisation, bien qu’ils puissent s’avérer souvent
nuisibles. Les pesticides en sont un bon exemple. En effet, bien que leurs effets néfastes
sur la santé de certains organismes aient été démontrés, leur utilisation est maintenant

indispensable a la monoculture, de plus en plus favorisée.



Les sources de pollution sont nombreuses, mais je m’attarderai particuliérement
aux agripesticides. Ces pesticides sont utilisés pour I’agriculture et, a la suite de leur
épandage, ils se retrouvent dans les eaux environnantes par érosion, percolation et
ruissellement. Celles-ci sont les milieux de vie de nombreuses espéces d’étres vivants,
telles les grenouilles. Le fait qu’elles possédent deux phases de développement et qu’elles
aient la capacité¢ d’absorber diverses substances par la peau les grenouilles sont

particuliérement sensibles a ces produits (Sparling ef al. 2000).

Plusieurs études sont effectuées sur I’effet d’un pesticide ou d’un mélange de
quelques pesticides. Cependant, dans la nature, le nombre de produits chimiques
différents répertoriés est beaucoup plus élevé. En effet, dans les campagnes provinciales
d’échantillonnage du MDDEP, 23 a 29 pesticides sont fréquemment détectés (Giroux,
2010). I est pratiquement impossible de déterminer les effets nocifs d’un tel mélange de
produits chimiques sur les organismes aquatiques. En effet, la variation quasi constante
des mélanges et des concentrations retrouvées dans ’environnement ne peut étre testées

en laboratoire.

1.6.1 La problématique de la Riviére Yamaska

La Yamaska est la riviere la plus polluée au Québec (http://www.obv-

yamaska.qc.ca). Cette pollution provient en majorité des terres agricoles qui occupent
prés de la moitié du bassin versant de la Yamaska (Berryman, 2008). Les cultures sont
majoritairement le mais et le soja, mais on retrouve aussi plusieurs fermes d’élevage de
porcs et de bovins (Berryman, 2008). La qualité de I’eau évaluée a partir de I’indice IQPB
(indice de qualité bactériologique et physico-chimique de I’eau) des différents

emplacements des bassins versants de la riviere Yamaska est représentée dans la figure 3.
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LA QUALITE DE L'EAU DU BASSIN VERSANT DE LA RIVIERE YAMASKA
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Figure 3 : Indice de la qualité de I’eau du bassin versant de la Yamaska. Les paramétres de qualité sont :
coliformes fécaux, phosphore total, azote ammoniacal, nitrites et nitrates, matiéres en suspension, turbidité
el chlorophylle a totale. Le tout est combiné pour calculer I'Indice de qualité bactériologique et physico-
chimique de I’eau (IQBP). La carte de I'indice IQBP du bassin de la riviére Yamaska montre que I’eau de

ce bassin est généralement de mauvaise qualité (Berryman, 2008).

1.6.2 L’atrazine

L’atrazine (2-chloro-4-(éthylamino)-6-(isopropylamino)-s-triazine) est un
herbicide couramment utilisé pour différentes cultures, comme le mais (Solomon et al.
1996). On la retrouve réguliérement dans les échantillons d’eau prélevés au Québec

(Rondeau, 2005). Son cycle de vie dépend des microorganismes et du pH de
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I’environnement. Dans le sol, I’atrazine est dégradée par des microorganismes (Behki et
Khan 1986). Sa demi-vie dans le sol est en moyenne de 159 jours (Giddings ef al. 2005)
et celle dans le milieu aquatique n’est pas encore connue (Solomon er al. 2008).
Cependant, quelques métabolites sont détectés dans I’eau de la Yamaska (voir figure 4-5).
Le MDDEP a établi a 0,005 ml/L la concentration maximale acceptable pour I’eau
potable d’atrazine pour les critéres de la qualité de I’eau de surface au Québec

(http://www.mddep.vouv.gc.ca)

T T T T

NT N NT TN N NN
| A A
NH N NH NH,” N NH NH N NH, NH” N NH,
Atrazine Desethylatrazine Desisopropylatrazine Diaminochlorotriazine
(DEA) (DIA) (DACT)
N~ TN N~ N NT N
|
/\NHJ\N/LNH/I\ NHz)\ N/J\NH NH N)\NHz
Hydroxyatrazine (HA) Desethylhydroxyatrazine Desisopropylhydroxyatrazine
(DEHA) (DIHA)

Figure 4 : Structure des différents métabolites de I’atrazine (Solomon et al. 2008)
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Figure 5 : Variation saisonniére des teneurs de 1’eau en atrazine de 1996 a4 2004 dans la région de Québec
(Rondeau, 2005).
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Plusieurs études ont démontré les effets néfastes de ’atrazine sur la santé des
amphibiens. En effet, chez les tétards, il a été dénoté¢ une augmentation du nombre de
malformations (Allran et Karasov 2001), des perturbations dans 1’organogénése, ainsi
qu’une diminution du poids et de la taille lors de la métamorphose (Diana ef al. 2000;
Lenkowski er al. 2008). L’atrazine a également des effets au niveau du systéme
reproducteur des tétards tels que, de I’hermaphrodisme, des anomalies des gonades
(Hayes et al. 2002, 2003) et une diminution du volume des testicules et du nombre de
cellules spermatogoniales (Tavera-Mendoza ef al. 2002). Pour les adultes, on remarque
que l’atrazine augmente la vitesse de respiration (ventilation), car elle diminue la
concentration en oxygéne sanguin en altérant les composants qui transporte I’oxygéne du

sang (Allran et Karasov 2001).

Les études de Goulet et Hontela (2003) ont démontré une diminution de la
viabilité et de la sécrétion de corticostérone chez Lithobates catesbeianus en présence
d’atrazine. De plus, une diminution du taux de testostérone a été remarquée chez Xenopus
laevis (Hecker et al. 2005). L’un des systémes les plus affectés par I’atrazine est le
systéme immunitaire. Plusieurs études démontrent que la présence d’atrazine affecte le
nombre de cellules retrouvées dans la rate, ’activité phagocytaire, la prolifération des
lymphocytes et 1’augmentation des risques d’infection (Christin et al. 2002, 2004;
Gilbertson er al. 2003; Forson et Storfer 2006; Brodkin er al. 2007; Marcogliese et al.
2009).

1.6.3 Meétolachlore

Le métolachlore  (2-chloro-N-(2-ethyl-6-méthylphényl)-N-(2-méthoxy-1-
méthyléthyl)-acétamine) est un herbicide également trés présent dans les cours d’eau du
Québec. Il est notamment utilisé contre les graminées dans les champs de mais et de soja
(Chester et al. 1989). 1l est absorbé par les racines et agit comme inhibiteur de la
photosynthése (Brown et al. 2007). A la suite de son application, on retrouve deux sous-
produits : le métolachlore acide oxalique (OA) et le métolachlore acide sulfonique éthane
(ESA) (Brown et al. 2007). La dose, considérée comme non toxique pour les organismes

aquatiques, est de 15 pg/L (Giroux, 2002). Toutefois, les recommandations du MDDEP
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pour la qualité des eaux de surface potable au Québec ont été établies a 0,05 ml/L
(http:/'www.mddep.gouv.qe.ca). Il arrive fréquemment que les concentrations retrouvées

dans certains cours d’eau dépassent de 0,6% ces normes (Giroux, 2004).

Bien que le métolachlore soit fréquemment utilisé comme herbicide, peu de
recherches ont été réalisées sur ses effets potentiellement nocifs. Lors d’études
toxicologiques, il est généralement jumelé & I’atrazine. Cependant, des travaux sur
I’écrevisse ont démontré que le métolachlore affectait les mécanismes sensoriels et
neuronaux en diminuant I’agressivité et le comportement dominant chez les méles (Cook
et Moore 2008). D’autres études ont également rapporté une diminution de la survie, de la
croissance et de la reproduction chez la grenouille a pattes rouges (Rana aurora) (Brown

et al. 2007).

2- Le systéme immunitaire

En ce qui concerne cette section, nous devons nous référer en grande partie au
systeme immunitaire du xénope (Xenopus laevis), cette espéce étant considérée comme
modele pour I’ensemble des grenouilles. Nous nous baserons donc sur I’hypothése que le
développement du systéme immunitaire des autres espéces de grenouilles devrait étre

semblable a celui du xénope.
2.1 Spécificités de la grenouille et différences entre tétards et adultes

Pour les grenouilles adultes, le systéme immunitaire est trés semblable a celui

des mammiféres. Cependant, celui des tétards s’avére différent a bien des égards.

Le systéme immunitaire apparait trés tot dans le développement embryonnaire des
xénopes. Contrairement aux mammiferes, la moelle osseuse des tétards n’a pas de
fonction lymphopoiétique, car les principaux organes qui produisent et stockent les
cellules immunitaires sont le foie, la rate et le thymus (Hadji-Azimi ef al. 1990). Durant la
premiére semaine, le foie et le thymus sont colonisés par des cellules précurseurs
lymphopoiétiques (Du Pasquier et al. 2000). Chez le tétard, les lymphocytes B se

retrouvent dans le foie et la rate, alors que les lymphocytes T se situent principalement au
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niveau du thymus (Manning et Horton 1969; Hadji-Azimi e al. 1982, 1990; Hansen et
Zapata, 1998). Lors de la métamorphose, une diminution importante du nombre de
cellules immunitaires produites a été remarquée. Cette période de vulnérabilité s’avere
donc une phase critique a cause des risques accrus de maladies (Rollins-Smith, 1998). En
effet, des travaux démontrent que la quantité de lymphocytes diminue au début de la
métamorphose et augmente légérement jusqu’a sa maturité (Du Pasquier et Weiss, 1973;

Rollin-Smith er al. 1984; Hadli-Azimi et al. 1990).

Les types d’immunoglobulines (Ig) des grenouilles différent sensiblement de ceux
des mammiferes. On retrouve les: IgY, IgM, IgG et les I1gX (Hsu er al. 1985; Du
Pasquier ef al. 2000). Les IgX sont présentes dans le foie chez le tétard tandis que chez
I’adulte, elles se situent au niveau des intestins, ce qui lui confére les mémes propriétés
que les IgA des mammiferes (Du Pasquier et al. 2000). Les IgA forment une barriére

contre les pathogeénes absorbés par les intestins (Janeway ef al. 2003).

Une des différences notables entre le tétard et I’adulte se trouve au niveau des
complexes majeurs d’histocompatibilité (CMH). En effet, les antigénes de classe 1 (CMH
1), situés a la surface des lymphocytes B et des macrophages, n’apparaissent que chez
I’adulte, tandis que ceux de classe I (CMH 1I) sont présents dans les deux phases de vie

(Flajnik et al. 1986; Du Pasquier et Flajnik, 1990; Rollins-Smith et Blair, 1990).

2.2 Différents systémes impliqués

2.2.1  Le systéeme immunitaire inné

Le systéme immunitaire inné a comme caractéristique de répondre rapidement
lors d’une infection et ce, de fagon non spécifique (Carey et al. 1999). Cette premiere
réponse permet de réagir diligemment et de contréler le mieux possible une infection en
attendant la réponse spécifique qui peut prendre plusieurs jours avant de s’installer. Pour
Xenopus, cette réaction implique le systéme du complément, les lysozymes et les cellules
phagocytaires (macrophages, neutrophiles, Natural Killer). Certaines cellules ont comme
role de déclencher la réponse spécifique en présentant une partie du pathogéne aux

lymphocytes T et B : ce sont les cellules présentatrices d’antigénes (CPA) (Janeway et al.
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2003) qui comprennent, entre autres, les cellules dendritiques, les macrophages, les
cellules de Langerhans et les kératinocytes (Carrillo-Farga er al. 1990; Rollins-Smith er

al. 2009) .

2.2.2  Le systéme immunitaire spécifique ou adaptatif

Lorsque D’infection traverse la protection innée, le syst¢éme immunitaire
spécifique est activé. Ce dernier va s’attaquer au pathogeéne de fagon spécifique et
produire des cellules « mémoire » et/ou des anticorps spécifiques. Les cellules mémoire
vont réagir immédiatement lors d’une prochaine infection avec le méme pathogéne. Le
systeme adaptatif comprend les cellules lymphocytaires B et T. Celles-ci doivent étre
activées par les CPA qui sont les cellules impliquées dans la réponse immunitaire innée.
Cette réponse, étant plus spécifique aux pathogénes, est plus efficace (Janeway et al.

2003).

2.2.3  Les peptides

L’une des spécificités des amphibiens est la présence de peptides
antimicrobiens sur leur peau. Ces peptides se présentent sous la forme de petites protéines
avec moins de 46 acides aminés qui ont comme propriétés d’étre antibactériens et
antifongiques (Goraya et al. 1998; Halverson et al. 2000; Gibble et al. 2008). Ils sont
synthétisés dans les muqueuses gastriques ou intestinales et dans les glandes granulaires
(aussi appelées glandes a peptides) situées sur la peau (Moore ef al. 1991; Wang et al.
1998; Basir et al. 2000; Rollins-Smith er al. 2005a). Les peptides produits dans les
muqueuses sont transportés vers les glandes de la peau. Ils y sont alors stockés,
permettant ainsi une réaction plus rapide lors d’un stress ou d’une infection (Rollins-
Smith er al. 2005b). Ces glandes, entourées de myocytes, sont contrdlées par le systéme
nerveux sympathique (Simmaco et al. 1998; Basir et al. 2000). En présence de stress, les
récepteurs adrénergiques sont stimulés, ce qui déclenche le reldichement des peptides dans

leur environnement immédiat (Davis et Hadley, 1979).

La propriété antimicrobienne des peptides se référe a leur capacité de pénétrer

dans la membrane des bactéries et ainsi provoquer leur lyse (Chia e al. 2000; Shai et
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Oren, 2001; Marcotte et al. 2003). La température, le pH environnant et méme I’humidité
de la peau sont des facteurs qui peuvent influencer leur efficacité (Carey et al. 1999).
Chaque famille de grenouilles produit des peptides qui lui sont spécifiques (Carey e al.
1999) . Sur la peau du ouaouaron adulte, huit peptides de la famille des ranatuerines ont
été décelés (Tableau 1) (Goraya et al. 1998; Conlon et al. 2009). Chez le tétard ou les
jeunes en post-métamorphose, seulement la ranalexine a été identifiée (Clark et al. 1994,

Vignal et al. 1998; Goraya et al. 1998).

Tableau | : Ensemble des peptides retrouvés sur la peau du ouaouaron ainsi que les séquences primaires
d’acides aminés s’y rattachant.

Peptides Séquences acides aminés référence
Ranatuerine-1 SMLSVLKNLGLGKVGFVACKINKQC Goraya ef al. 1999
Ranatuerine-2 GLFLDTLKGAAKDVAGKLEGLKCKITGCKLP Goraya et al. 1999
Ranatuerine-2Ca GVFLDTLKGLAGKMLESLKCKIAGCKP Conlon et al. 2009
Ranatuerine-3 GFLDIIKNLGKTFAGHMLDKIKCTIGTCPPSP Goraya et al. 1999
Ranatuerine-5 FLPIASLLGKYL Goraya et al. 1998
Ranatuerine-6-7 FISAIASMLGKFL or FLSAJASMLGKFL Rollin-Smith ef al. 2003
Ranatuerine-8 FISAIASFLGKFL Goraya ef al. 1998
Ranatuerine-9 FLFPLITSFLSKVL Conlon ef al. 2009
Ranalexine FLGGLIKIVPAMICAVTKKC Clark ef al. 1994

3- Les antioxydants

Les radicaux libres ou d’espéces réactives de 1’oxygéne (ROS) sont normalement
produits par les cellules en présence d’oxygéne et ce, dans tous les processus normaux
d’un métabolisme. Cependant, d’autres sources comme les radiations du soleil ou des
produits toxiques vont augmenter la présence de ces radicaux (Ricklefs et Miller, 2005).
Chez les cellules phagocytaires, on dénote également une production ROS (Bendich,
1989). Les radicaux libres peuvent causer beaucoup de dommages aux cellules, qualifiés
parfois de stress oxydatif (Sies, 1993) . Celui-ci peut endommager, entre autres, I’ADN,
les lipides, les protéines et les glucides (Di Mascio et al. 1991; Sies et al. 1992).

Toutefois, certaines vitamines ou enzymes ont des propriétés antioxydantes qui protégent
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les cellules du stress oxydatif, comme les caroténoides, les rétinoides et la vitamine E
(Halliwell et Gutteridge, 1989; Di Mascio et al. 1991; Sies et Stahl, 1995; Miller e al.
1996). Les caractéristiques de ces trois antioxydants seront abordées ultérieurement. Il est
important de noter que I’ensemble de leurs mécanismes a été décrit chez le mammifére et
non chez les amphibiens. Cependant, comme il semble que ces systémes aient été

conservés durant I’évolution, je me permettrai d’y référer (Novak er al. 2008).

3.1 Les caroténoides

Les caroténoides comprennent différentes molécules, telles I’a-caroténe, la f3-
carotene, la B-cryptoxanthine, la lutéine, I’astaxanthine et la canthaxanthine (Schiedt ef
al. 1985; Miller et al. 1996) qui sont pour la plupart des provitamines A, c'est-a-dire
qu’ils peuvent étre convertis en vitamine A par I’organisme (Chew et Park, 2004). Elles
sont, entre outres, responsables des colorations rouges, orange et jaunes de la peau des
grenouilles, tout comme pour les fruits et les fleurs. Ces caroténoides ont, pour la plupart,
des effets bénéfiques pour le systtme immunitaire. En effet, il a été remarqué que la -
carotene et la canthaxanthine accroissent le nombre de cellules lymphocytaires dans le
sang lors d’infection (Bendich et Shapiro, 1986; Bendich, 1989; Chew et Park, 2004),
alors que la vitamine A augmente la stimulation des cellules NK (Schwartz ef al. 1986;
Shklar et Schwartz, 1988). De plus, Anderson et Theron (1990), ont démontré que les
neutrophiles subissaient moins de dommages membranaires reliés a la production de ROS
en présence de caroténes. Les molécules a-caroténe et B-caroténe sont transformées, pour
la plupart, lors de I’absorption intestinale en rétinol, un élément essentiel impliqué dans

plusieurs mécanismes cellulaires et tissulaires.

3.2 Les rétinoides

Les rétinoides jouent un réle primordial dans diverses fonctions cellulaires.
Le rétinol, précurseur d’acide rétinoique (AR), est impliqué dans la différenciation
cellulaire, ce qui en fait un des facteurs impliqué dans I’augmentation des malformations
chez les amphibiens (Mendelsohn et al. 1992; Gudas, 1994). Durant I’embryogénése,
I’acide rétinoique entre en fonction dans la signalisation cellulaire lors de la formation et

le développement des différents organes et des membres (Ross et al. 2000; Zile, 2001;
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Ankley et al. 2004; Sporn er al. 2004). D’apres Gardiner ef al. (2003) une déficience en
vitamine A peut engendrer des malformations des membres. Toutefois, il est possible de
faire une hypervitaminose peut provoquer des problémes de santé importants, tels le
développement anormal des os et des cartilages, I’embryotoxicité et la tératogénése

(Hough ef al. 1988; Tzimas et Nau, 2001; Zile, 2001).

L’AR contribue a un bon nombre de réactions cellulaires du systéme immunitaire
(Mora et al. 2008; Manicassamy et Pulendran, 2009). 1l est en effet impliqué dans la
prolifération, I’activation, la migration et la cytotoxicité des lymphocytes-T (Dennert et
Lotan, 1978; Blomberg et al. 1980; Blomhoff, 1994; Ertesvag et al. 2002; Benson et al.
2007). 11 favorise entre autres la production de lymphocytes T (Ty2) en induisant la
production de genes de la cytokine IL-4 (Hoag et al. 2002; Iwata et al. 2003; Dawson ef
al. 2006). 11 est aussi un médiateur des processus lors de la prolifération et la migration
des lymphocytes B et des cytokines (Blomhoff e al. 1992; Ballow et al. 1996; Ertesvag
et al. 2007). L’AR influence la production de cytokines, particuliérement IL-2, ainsi que
des immunoglobulines (Ig) (Ballow et al. 1996, 1997). 1l module aussi la présentation
d’antigenes par les CPA, car il exerce des effets directs sur ces derniéres en augmentant la

migration de cellules dendritiques vers le systéme lymphatique (Mebius, 2007).

3.2.1  Absorption et transport des caroténoides et rétinoides

Dans I’alimentation, les sources de caroténoides et d’esters de rétinol sont
absorbées par les cellules des muqueuses intestinales et transformées en rétinaldéhyde par
différentes enzymes. Le rétinaldéhyde est réduit en rétinol par la rétinaldéhyde réductase.
Le rétinol forme ensuite un complexe avec le «Cellular retinol-binding protein» CRBP-11
qui lui permet d’étre estérifié par deux enzymes: la lécithine rétinol acyltransférase
(LRAT) et I’acyl CoA: rétinol acyltransférase (ARAT). Une fois estérifié, I’esters de
rétinol est ensuite associ€¢ a des chylomicrons (CM) pour étre transporté jusqu’aux
cellules hépatiques par le systéme lymphatique. Dans le foie, le rétinol peut prendre deux
voies : il peut étre emmagasiné dans les hépatocytes (cellules étoilées) sous la forme
d’esters, ou il peut étre hydrolysé en rétinol par I’hydrolase des esters de rétinol (HER)

pour étre dirigé vers la circulation sanguine. Le rétinol est alors 1ié a la «rétinol-binding
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protein» (RBP) qui assure également le transport de la transthyrétine (TTR). (Roos ef al.

1998; Boily er al. 2004; Novak et al. 2008) (Figure 6)

Caroténoides
Esters de rétinol

Hépatocytes
ou cellules étoilées

/ réserve

Estersde rétinol
\Hvdrolase d'esters de rétinol (HER)
ROL

| enzymes
rétinaldéhyde

“~gyrétinaldéhyde réductase

[ intestin | Rétinol (ROL) + CRBP-I|

LRAT T
ARAT } estérification

Esters de rétinol

+
chylomicrons
Syst.lymphatique l

Cellule cible

S— >

= ROL | Syst.sanguin_J

+
RBP/ TTR (protéine transport)

rétinaldéhyde

\ T~__ ROL

ROL

+
{protéine§ransport
CRBP intracellfaire)

Acide:étinoi‘que (RA)
CRABP

(protéine transport
du RA intracellulaire)

Figure 6 : Absorption et transport des caroténoides et des rétinoides dans le systéme.(Boily et al. 2004;
Novak et al. 2008)
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Une fois dans la cellule, le rétinol se dissocie du complexe de la protéine de
transport pour traverser la membrane cellulaire et étre relié a une autre protéine de liaison
intracellulaire, «Cellular retinol-binding protein» (CRBP). Le rétinol peut alors étre
métabolisé en AR par la voie du rétinaldéhyde a 1’aide de deux enzymes, la rétinol
déshydrogénase (ROLDH) et la rétinal déshydrogénase (RALDH) (Maden, 2000). L’AR
va adopter différentes isomérisations, telles tout-frans acide rétinoique (TtAR), 9-cis
acide rétinoique (9cisAR) ou 13-cis acide rétinoique (13cisAR) (Marill er al. 2003). Ces
formes sont ensuite liées a une protéine de liaison intracellulaire, «Cellular acid retinoic-
binding protein» (CRABP I ou 1I). Ce complexe est alors amené au noyau pour se lier aux
récepteurs nucléaires spécifiques. Par la suite, ’inactivation de I’AR se fait a I’aide
d’enzymes cytochromes (CYP450-P26) qui métabolisent I’AR en 4-OH-RA, 4-0x0-AR,
5,6-epoxy-RA ou 18-OH-AR. Ces métabolites peuvent ensuite retourner dans le systeme

sanguin pour étre excrétés (Napoli et al. 1999; Novak et al. 2008). (Figure 7)

33 La vitamine E

La vitamine E est un terme général attribué a huit nutriments constitués de
lipides solubles qui sont appelés les tocophérols (Fritsma, 1983). Ceux-ci comprennent le
a-, B-, [I-, tocophérol et a-, B-, [1-, tocotrienol (Bjorneboe et al. 1990). La forme majeure
dans le sang chez I’humain est I’a-tocophérol (Burton ef al. 1983). La vitamine E agit de
fagon trés efficace en capturant les radicaux libres des membranes lipidiques (Garg et al.
2009). Ainsi, elle protége les cellules contre les effets toxiques de différents pesticides
(Stevenson et al. 1995; Gultekin er al. 2001; Altuntas et Delibas, 2002) et diminue la
génotoxicité (Sugiyama et al. 1992; Lunec et al. 2004).
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Figure 8 : Absorption et transport de la vitamine E dans le systéme. (Bjorneboe et al.
1990)

3.3.1  Absorption et transport

Comme la vitamine A, la vitamine E n’est pas synthétisée in vivo chez les vertébrés. Elle
doit étre acquise par la nourriture. L’absorption se fait dans I’intestin gréle et la vitamine
E est incorporée dans le systéme lymphatique par des CM. Elle peut alors étre amenée
directement aux cellules parenchymateuses du foie ou étre associée a des protéines de trés
faible densité (lipoprotéine a treés faible densité, VLDL) pour le transport dans la
circulation sanguine. Des lipases peuvent ensuite, par hydrolyse, transférer la vitamine E
a d’autres types de protéines (lipoprotéine a faible densité, LDL et lipoprotéine a haute
densité, HDL) ou cellules périphériques (Bjorneboe et al. 1990; Burton, 1994). En ce qui
concerne I’excrétion, la vitamine E est transformée en hydroquinone. Celle-ci sera alors
conjuguée a I’acide glucuronique pour étre excrétée par la vésicule biliaire dans les selles

(Bjorneboe et al. 1990; Debier et Larondelle, 2005). (Figure 8)
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Sophie Dussault est responsable de la totalit¢ des textes de ce mémoire. La
globalité des manipulations réaliser en laboratoire et sur le terrain, pour les données
utilisées dans ce manuscrit, a été effectuée par Mme Dussault ou sous sa supervision. De
plus, elle est responsable de ’ensemble des expérimentations effectuées ainsi que de la
rédaction de I’article (chapitre 2). Les données ont été traitées et analysés statistiquement

par Sophie Dussault.

L’article du chapitre 2 va étre soumis sous peu au journal : Aquatic Toxicoligy

23



CHAPITRE 2

ARTICLE

EFFET DES PESTICIDES D’ORIGINE AGRICOLE SUR LE SYSTEME
IMMUNITAIRE DU OUAOUARON (LITHOBATES CATESBEIANUS)

Dussault ’S.', Farcy, E.', Brousseau, P. ', Fournier, M. !, Fortier, M. !, Boily, M. 2,
Bonneil, E.}

1) INRS-Institut Armand-Frappier, 531 boul. des Prairies, Laval, Québec, H7V 1B7.
2) Centre Toxen et Département des sciences biologiques, Université du Québec a4 Montréal, Québec, H3C

3P8.
3) Caprion Pharmaceuticals, Université de Montréal (UdeM), 7150 Alexander Fleming, Montreal, Quebec,

Canada H4S 2C8
Mots clés : amphibien, pesticides, systéme immunitaire, peptide, ARNm
Résumé

La survie d’un grand nombre d’amphibiens est présentement menacée. Afin de mieux
comprendre la situation, nous étudions I’impact des agripesticides sur le systéme de
défense immunitaire des amphibiens. La pollution pourrait affecter ce systéme et
favoriser une baisse de la résistance, ce qui rendrait les grenouilles plus vulnérables a
diverses maladies et expliquerait, du moins en partie, leur déclin. Le systéme immunitaire
est composé, entre autres, de macrophages et de lymphocytes, mais également de peptides
antibactériens et antifongiques retrouvés au niveau de la peau. Le but de cette étude est
d’établir si le niveau de pollution agricole affecte les réponses immunitaires, les peptides
antimicrobiens ainsi que leur ARNm. Pour débuter, un échantillonnage de ouaouarons a
été effectué sur deux années dans six bassins versants de la riviére Yamaska avec des
niveaux de pollution variés. Dans un premier temps, a partir des cellules de la rate, les
biomarqueurs immunitaires suivis sont: la viabilité cellulaire, la phagocytose et la
flambée oxydative. Dans un second temps, I’analyse de la présence de peptides
antimicrobiens et de leur ARNm est obtenue par HPLC-MS-MS et PCR temps réel. Les
résultats obtenus démontrent que les trois biomarqueurs immunitaires sont modulés par le
niveau d’activité agricole. De plus, la présence de peptides est affectée par la pollution
agricole.

1 Introduction

Depuis nombres d’années, la diminution et méme I’extinction de plusieurs espéces

d’amphibiens sont observées (Houlahan et al. 2000). Plusieurs facteurs ont été mis de



I’avant pour expliquer ce phénoméne. Nous pouvons citer entre autres 1’augmentation
des radiations UV (Kiesecker et Blaustein, 1995; Kiesecker et al. 2001; Blaustein et al.
1994, 1997; Middleton et al. 2001), la destruction des habitats (Hecnar et M’Closkey
1996; Davidson er al. 2002; Becker et al. 2007), I’introduction de nouvelles espéces
(Bradford er al. 1993; Lawler et al. 1999; Knapp et al. 2007), les changements
climatiques (Carey et Alexander, 2003; Araujo et al. 2006; Pounds et al. 2006),
I’augmentation des infections (Berger et al. 1998; Daszak et al. 1999) et I’augmentation

de la pollution (Sparling ef al. 2001; Blaustein et al. 2003; Smith ef al. 2005).

Plusieurs infections vont affecter les grenouilles. Parmi celles-ci, notons le
ranavirus FV3 (Cunningham et al. 1996), un trématode (Ribeiroia ondatrae) (Johnson et
al. 1999, 2002; Stopper et al. 2002) et un champignon (Batratrochitrium dendrobatidis)
(Berger et al. 1998; Daszak er al. 1999; Rachowicz et al. 2006). Ces infections
augmentent I’incidence de mortalité, ce qui va jouer un réle important dans le déclin des
amphibiens. Pour combattre ces infections, la grenouille posséde un systéme de défense.
Celui-ci comprend les cellules du systéme immunitaire et aussi des peptides
antimicrobiens emmagasinés dans les glandes a peptides au niveau de la peau (Goraya et
al. 1998; Halverson et al. 2000; Rollins-Smith et al. 2005b; Gibble et al. 2008). En ce qui
concerne les cellules immunitaires, elles vont réagir lorsqu’un pathogene pénétre dans le
corps. Certains facteurs peuvent influencer I’efficacité du systéme immunitaire dont, entre
autres, les pesticides (Christin ef al. 2003, 2004; Gilbertson ef al. 2003; Forson et Storfer
2006; Marcogliese et al. 2009).

Les peptides antimicrobiens de la peau, composés de 20 a 46 acides aminés, jouent
un role trés important dans le systéme de défense des amphibiens, car ils protégent la
peau contre les infections bactériennes et fongiques (Halverson et al. 2000; Marcotte et
al. 2003; Rollins-Smith ef al. 2002a, 2002b; Sonnevend et al. 2004; Rollins-Smith, 2009).
Ces peptides sont synthétisés dans les muqueuses gastriques ou intestinales et dans les
glandes granulaires situées sur la peau (Moore et al. 1991; Wang et al. 1998; Basir et al.
2000; Rollins-Smith et al. 2005a). Ils sont sécrétés lors d’un stress, car les glandes a
peptides sont entourées de muscles qui se contractent et libérent ainsi les peptides sur la

peau (Davis et Hadley 1979; Simmaco et al. 1998; Basir et al. 2000). Une fois libérés, les
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peptides pénetrent dans la membrane des pathogénes et ainsi provoquent leur lyse (Chia
el al. 2000; Shai et Oren, 2001; Marcotte er al. 2003). Le Batrachochytrium
dendrobatidis, un champignon qui provoque une infection qui s’avére trés souvent
mortelle, cause des infections de la peau (Berger er al. 1998; Daszak er al. 1999;
Rachowick ef al. 2006). Les peptides jouent un réle trés important dans le contréle lors
d’infection par Batratrochitrium dendrobatidis, puisque ce dernier s’attaque aux cellules
de la peau (Rollins-Smith er al. 2002a, 2003). 1l a été démontré que ces peptides

antimicrobiens diminuent leur croissance chez Xenopus laevis (Gibble et al. 2008).

Les pesticides sont une source importante de pollution, puisqu’ils se retrouvent
dans I’eau, le milieu de vie des grenouilles. Ces pesticides vont perturber divers systémes
et affecter la survie des grenouilles. En effet, plusieurs études ont mis en évidence des
malformations chez le tétard (Allran et Karasov 2001) et I’hermaphrodisme de méme que
des anomalies des gonades (Hayes et al. 2002, 2003). De plus, les pesticides affectent le
systéme immunitaire en modifiant le nombre de cellules retrouvées dans la rate, 1’activité
phagocytaire et la prolifération des lymphocytes (Christin et al. 2002, 2004; Gilberson et
al. 2003; Forson et Storfer 2006; Brodkin ez al. 2007; Margogliese ef al. 2009).

Nous avons donc émis I’hypothése que les pesticides d’origine agricole pourraient
influencer les réponses du systéme de défense du ouaouaron. Dans ce contexte, nous
avons choisi pour notre étude I’une des riviéres canadiennes les plus fortement touchées
par la pollution agricole : la riviére Yamaska. Celle-ci comprend plusieurs sous-bassins
versants qui sont entourés de champs agricoles majoritairement pour le mais et le soya
(Giroux, 2010). Cette activité agricole génére une source importante de pesticides qui se
retrouve dans I’eau. En ce qui concerne le choix de I’espéce, le ouaouaron s’est avéré des
plus pertinents. En premier lieu, cette espéce n’est pas menacée au niveau de sa
population. Ensuite, les individus ont une durée de vie d’environ 9 ans, ce qui est un
point majeur lorsque I’on veut étudier les effets & long terme des pesticides. Le but de
cette étude est de définir les effets des milieux contaminés avec des pesticides d’origine
agricole sur le systéme de défense du ouaouaron. Si une immunosuppression est observée,

ceci pourrait suggérer que les ouaouarons deviendraient moins résistants aux infections.
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2 Matériel et méthodes

2.1 Les sites étudiés

Les sites étudiés et la capture des ouaouarons sont décrits en détails
dansl’article de Spear er al. (2009). Briévement, 6 sous-bassins versants de la riviére
Yamaska sont échantillonné représentant un gradient d’activité agricole (Fig.1). Chaque
sous-bassin hydrographique a été classé en fonction de I’intensité d’activité agricole
rapportée par Primeau ef al. (1999) et confirmé par des images satellites. Deux sites (1-
Deborah Stairs, 2-Lac Boivin) sont associés a une agriculture de faible intensité, i.é. 0-
19% de leur surface est consacré a des terre agricole. Les sites Réservoir Choiniere (3),
Riviére Yamaska (Farnham) (4) et Riviére Pot-au-Beurre (5) sont des sous-bassins
versants soumis a une influence modérée d’agriculture avec 20-59% de leur surface
consacré a des terres agricoles. Le site a forte intensité d’activité agricole, Riviere Noire

(6) correspond a 60 % et + de leur surface de terre agricole consacré au mais et au soya.

2.2 Le ouaouaron

La capture des ouaouarons a été décrite dans I’article de Boily e al. (2005).
En bref, les collectes sur le terrain et la manipulation des animaux sont conformes au
permis délivré par I'Université du Québec a Montréal (CCPA) et la Société de la faune et
des parcs du Québec. Sur chaque site, un minimum de 12 ouaouarons sont capturés et 12
sont euthanasiés pour I’analyse des cellules immunitaires et les peptides. Les collectes ont
lieu entre 21 h et 2 h. Les ouaouarons sont localisés grace a leur chant et figés dans le
faisceau lumineux d’un puissant projecteur, avant d’€tre capturés a la main. Les
grenouilles ont été conservées dans des grands bacs en plastique épais (40x75x50 cm)
contenant de I’eau du lieu d’échantillonnage a environ 8 cm et munis de trous d’aération.
La densité maximale par bac est de 6 individus. Les bassins ont été placés a I’ombre dans
la végétation pour que la température soit maintenue entre 15 et 25 °C. Un laboratoire de
terrain est monté tot le matin suivant et tous les animaux ont été traités dans les 16 h suite
a la capture. L’anesthésie des ouaouarons a été effectuée avec 0,1% méthanesulfonate
tricaine (MS222) tamponné avec 0,2% NaHCOs. Le sexe des animaux a été déterminé et

les grenouilles ont été pesées, mesurées et examinées en cas d’anomalie.
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23 Prélévement des organes

2.3.1 Rate

Cette méthode est la méme que celle employée par Christin ef al. (2004). La suspension
cellulaire a été faite avec du RPMI complet dilué afin d’obtenir la bonne molarité (RPMI-
1640 /eau (1:1) enrichie avec 10 mM HEPES, 10 % (v/v) sérum de veau feetal (BSA) et
de 1 % pénicilline et streptomycine) (Sigma, St-Louis, MO, USA) a pH 7.4. Pour chaque
suspension, le nombre de cellules et la viabilité ont été évalués par une exclusion au bleu

de trypan (Sigma, St-Louis, MO, USA) par microscopie optique.

2.3.2 Peau

La peau du dos (environ 10 mg; superficie 1 cm®) de chaque grenouille a été prélevée,
mise dans du RNAlater™ (Ambion inc., Austin, Texas, USA) et ensuite déposée sur de la

glace seche, puis conservée a —80 °C pour I’extraction ultérieur d’ARNm.

24 Phagocytose

La méthodologie suivie pour mesurer la phagocytose est basée sur le
protocole de Brousseau e al. (1999). La concentration cellulaire des splénocytes a été
ajustée a 1x10° cellules/ml. Les cellules ont été mises en contact avec des billes
fluorescentes (4 = 1.86 pm; jaune-vert Fluoresbrite; Polysciences, PA, USA,) a un ratio
billes:cellules (100 :1) et elles ont été incubées en absence de lumiére et a la température
de la piece durant 12 heures. Suite a I’incubation, la suspension cellulaire a été
centrifugée, sur un gradient de 3 % de BSA préparé dans du RPMI complet, 4 138 x g
durant 7 minutes a 20 °C. Le culot a été suspendu dans 300 pL de solution de fixation
(0,2 % d’azide de sodium (Fisher Chemical, Fair lawn, New Jersey, USA), 0,5 % de
formaldéhyde dans tampon de solution de phosphate (PBS) (Sigma, St-Louis, MO,
USA)).

2.5 Flambée oxydative

Le protocole utilisé est celui de Brousseau et al. 1999. La concentration des

cellules de la rate a été ajustée a 1x10° cellules/ml dans du PBS -glucose (1%). Deux
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tubes ont été utilisés pour chaque échantillon. Dans les deux tubes, un volume de 5 pl de
dichlorofluorescine diacétate (DCFH-DA) (Sigma, St-Louis, MO, USA) 4 5 pM a été
ajouté et les cellules ont été incubées durant 30 minutes en absence de lumicre et a la
température de la piéce. Par la suite, du 4f3-Phorbol-12B-myristate-13a-acétate (PMA)
(Sigma, St-Louis, MO, USA) a été ajouté a une concentration dans le tube de 400 ng/ml
dans seulement un des deux tubes. Les cellules ont été incubées durant 1 heure a la
noirceur et a température de la piéce. L’analyse a été effectuée par cytométrie en flux
avec un FACScan a une longueur d’onde de 443nm (FL1) (Becton Dickinson, San Jose,
CA, USA) avecdes acquisitions de 5000 cellules de la population cible qui correspond
aux macrophages. Les résultats sont exprimés par la différence entre les moyennes de
fluorescence des macrophages en présence du DCFH-DA seul (flambée basale) et les
macrophages en présence de DCFH-DA et de la PMA (flambée induite) en fonction des

différents sites.

2.6 Extraction des peptides

Pour I’extraction des peptides, le protocole de Goraya et al. 2000 a été utilisé.
Briévement, la peau a été mise dans un mélange éthanol 0.7M HCL (3 :1, v/v, 10 ml/g),
refroidi a 4 °C, puis a été broyé avec au polytron (polytron-aggregate®, type PTA 7K,
Luzernerstrasse, Luzern, Suisse). Le mélange a été laissé sous une agitation douce (80
rpm) durant 2 heures a 4 °C. Ensuite, le tout a été centrifugé a 3700 x g pendant 45 min a
4 °C. Le surnageant a été récupéré et I’éthanol a été évaporé sous pression jusqu’a ce que
le volume soit réduit au 2/3 de son volume initial. Le liquide a été centrifugé a 3700 x g
durant 45 min a 4 °C. Le surnageant a été récupéré et passé sur 8 filtres (Sep-Pak® plus
short; TCI18 cartridges; Waters, Milford, Massachussette, USA.) différents a un débit de 2
ml/min. Les filtres ont été élués avec de 1’acétonitrile (ACN) a 70 % et de I’acide
trifluoroacétique (TFA) a 0.1 %. L’élution a ensuite été filtrée (0,45 pm) et lyophilisée
(VirTis, Gardiner, NY, USA). Les échantillons ont par la suite été¢ analysés avec un

appareil de type HPLC-MS-MS.
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2.7 Analyse par spectroscopie de masse

Les échantillons ont été solubilisés dans un milieu d’ACN 5% et d'acide
formique (AF) a 0,2 %. Les échantillons ont été séparés sur une colonne C18 (150 pm x
10 cm) fabriquée au laboratoire en utilisant de I’eau nano- Acquity nanoLC systéme. Un
gradient allant de 10 4 60 % d'acétonitrile (0,2 % AF) appliqué sur 56 minutes a été utilisé
pour €luer les peptides a partir d'une colonne maison en phase inversée (150 pm id x 100
mm) avec un débit fixé a 600 pL / min. La colonne est directement branchée a une
nanosonde munie d’une interface avec un spectrométre de masse Premier Q-TOF,
Waters. Chaque spectre MS a été suivi par trois spectres MS/MS (quatre scan
événements) ou les trois plus abondants ions multichargés ont été sélectionnés pour
MS/MS de séquencage. Des expériences de Tandem MS ont été réalisées en utilisant des
collisions de dissociation induites dans le piége a ions linéaire. Les données ont été
traitées a l'aide de l'algorithme PEAKS séquencage de novo (BSI) avec les paramétres de
tolérance fixés respectivement a 0,1 Da et 4 0,05 Da pour les précurseurs et les ions

fragments.

2.8 Extraction de PARN et la transcription inverse

L’ARN total a été extrait avec la trousse RNeasy (Qiagen) conformément aux
instructions du fabricant. Le volume de la solution RLT plus a été ajusté a 1800 pl. La
quantité et la pureté de I'ARN ont été estimées en mesurant I'absorbance a 260 et 280 nm
avec un spectrophotometre UV de type Nanodrop. La qualité de 'ARN a été évaluée par
I’Experion (BioRad). La transcription inverse a été effectuée avec la trousse Sensiscript

RT (Qiagen) selon les instructions du fabricant.

2.9 Analyse semi-quantitative des génes d’ARNm spécifique

Les amorces ont ¢ét¢ déterminées avec le logiciel primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) (Tableau I) et synthétisées
par Invitrogen, Canada. Les caractéristiques d'amorces sont: longueur (18 a 20 pb),
température (57 °C a 60 °C) et GC (40 % a 60 %). L’efficacité des amorces a été testée
sur un mélange d’ADNc provenant de plusieurs individus. Pour chaque amorce, une

courbe standard constituée d’une gamme de concentrations d’ADNc a été utilisée pour
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déterminer I’efficacité de chaque couple d’amorces. Seuls les couples présentant une
efficacité de 100 + 5% ont été sélectionnés pour cette étude. La PCR en temps réel a été
réalisée avec Mastercycler ep realplexz s (Eppendorf). L'amplification a été réalisée en
plaques de 96 puits, dans un volume total de 15 pl contenant: 7,5 pl de 2X iQ SYBR ®
Green Supermix (Biorad laboratory inc., Hercule, CA), les amorces (concentration finale
de 500 nM) et les échantillons d'ADNc obtenus a partir de la transcription inverse (5 ng
équivalent ARN total). Les conditions d’amplification ont été de 40 cycles de 15s a 95°C
et 58s a 68 °C, suivi par le protocole de la courbe de fusion : 80 cycles de 10 s avec une
augmentation de 0,5 °C entre chaque cycle avec un écart de température allant de 59 °C a
95 °C. La courbe de fusion a été utilisée pour vérifier si les produits d'amplification
étaient bien spécifiques (Farcy er al. 2007). L’expression relative des genes cibles a été
exprimée en quantité relative par rapport au géne de référence B-actine selon la méthode

du Delta CT 2 ~(géne cible-géne référence)

2.10 Statistiques

Un test de normalité Shapiro-Wilk a été effectué pour la viabilité, la phagocytose et la
flambée oxydative ont ensuite été comparées entre les sites par une analyse de variance a
un critére de classification (ANOVA). En cas d’ANOVA significatif, les données ont été
soumises a un test Tukey de comparaisons multiples pour identifier les différences entre
les groupes (p < 0.005). L’ensemble de ces analyses a été effectuée avec le logiciel JMP

version 5.

3 Résultats

3.1 Viabilité cellulaire

Le test de viabilité permet d’observer si I’intensité de 1’activité agricole
affecte la survie des splénocytes. Pour I’année 2008, il n’y a pas de différence
significative entre les sites. En 2009, il y a une diminution significative de la viabilité
pour le site Farnham comparativement au Lac Boivin. Les résultats sont présentés dans la

figure 2.
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3.2 Phagocytose

L’activité phagocytaire a été analysée par cytométrie en flux avec une
acquisition de 10000 cellules dans la barriére électronique d’intérét contenant les
macrophages. Les résultats sont exprimés en pourcentage de cellules ayant phagocyté une
bille et plus (capacité) et trois billes et plus (efficacité) en fonction des différents sites.
Nous remarquons qu’il y a une diminution significative d’environ 45% de la capacité
ainsi que de I’efficacité phagocytaire pour les sites Farnham et Réservoir Choiniére

comparativement aux deux autres sites. Les résultats sont présentés dans la figure 3.

33 Flambée oxydative

La flambée oxydative détermine la capacité des macrophages a produire des
radicaux libres en réponse & un inducteur de la flambée (PMA). Les résultats, présentés
dans la figure 4, montrent que les cellules des grenouilles provenant du site Réservoir

Choinicre produisaient de 3 a 4 fois moins de ROS comparativement aux autres sites.

34 Peptides

L’analyse des peptides de la peau a été réalisée par HPLC-MS-MS et cing
peptides ont été détectés; la ranatuerine 1, 2, 2CA, 5 et 7. Douze et 6 peaux de
grenouilles ont été analysées par site respectivement en 2008 et en 2009. Afin de faciliter
Pinterprétation des résultats, nous avons placé a 40% la référence pour le nombre de
grenouilles par site sur lesquelles les peptides ont été détectés. Nous remarquons en 2008
que plus le site a une activité agricole importante, moins il y a de peptides retrouvés par
grenouille (Fig.5 A). Pour le site Lac Boivin, les 5 peptides sont retrouvés sur plus de
40% des grenouilles. Pour le Réservoir Choiniére et la Riviére Noire, respectivement 2 et
1 peptides sont présents chez plus de 40% des ouaouarons. Toutefois en 2009, le niveau
d’activité agricole ne semble pas affecter le nombre de peptides décelé (Fig.5 B) puisque
I’ensemble des peptides est présent chez plus de 40% des grenouilles. 11 y a cependant
une exception, pour le site Deborah, un site témoin, aucune grenouille n’avait de

ranatuerine 7 sur la peau.
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35 Analyse de PCR en temps réel

L’analyse par RT-PCR a été effectuée sur la peau de 6 grenouilles par site
échantillonné en 2009. L’expression des génes est exprimée relativement a celle de la B-
actine. L_ARNm de I’ensemble des peptides est fortement exprimé. Les ranatuerines 5 et
7 sont les plus exprimés tandis que la ranatuerine 3 a I’expression la plus faible. Due aux
écarts type trés élevés, il n’y a pas de différences significatives entre les concentrations

d’ARNm pour les différents sites (Tableau 111I).

3.6 Relation entre le pourcentage de peptides et d’ARNm présents

Les résultats sur les peptides antimicrobiens ont été¢ mis dans un méme
tableau (tableaux 1V) afin d’avoir une image plus générale de la relation entre les peptides
et leur ARNm. Pour ce faire, le pourcentage de grenouille sur lesquelles nous avons
retrouvé les peptides et leur ARNm est regroupé par site. Les sites présentés sont
Deborah avec une activité agricole a intensité faible (témoin) et deux autres sites,
Farnham et Réservoir Choiniére qui ont une activité agricole a intensit¢ moyenne. La
présence de peptides et d’ARNm concorde parfaitement pour la ranatuerine 5, qui se
retrouve chez 100% des grenouilles. Tandis que pour les ranatuerines 1, 2Caet 7, il y a de
I’ARNm chez toutes les grenouilles cependant, la protéine n’est pas présente partout.
L’ARNm de la ranatuerine 3 et 8 est présent chez ’ensemble des grenouilles toutefois,
aucun peptide n’a été détecté. L’ARNm de la ranatuerine 2 n’a pas pu étre quantifi€ car
son amorce n’avait pas une efficacité acceptable. L’ARNm et la protéine de la

Ranatuerine 9 n’ont été retrouvés sur aucune grenouille.

4 Discussion

Plusieurs études démontrent que les pesticides affectent le systéme immunitaire
(Carey et al. 1999; Christin ef al. 2002, 2004; Brodkin ef al. 2007). Un déréglement de ce
systéme peut engendrer une diminution de la résistance face aux divers pathogenes
présents dans I’environnement ce qui pourrait les rendre plus susceptibles a développer

des infections sans avoir la possibilité de se défendre.
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4.1 Viabilité cellulaire

Lorsqu’un pathogéne pénétre dans |’organisme, la premiére ligne de défense
réagit. Cette ligne comprend les cellules de la réponse immunitaire innée, dont les
macrophages présents entre autre dans la rate. Nous avons observé une diminution
significative de 26% de la viabilité des splénocytes sur 'un des sites avec un niveau
moyen d’activité¢ agricole comparativement au lac Boivin. Dans les expériences de
Christin ef al. (2003, 2004), la viabilité n’était pas affectée par la présence de pesticides
comparativement a notre étude. Cependant, leurs études utilisaient comme espéce Rana
pipiens qui étaient exposés en laboratoire & un mélange de pesticides dont les
concentrations €taient plus élevées que les ndtres. Tandis que nous, nous travaillons avec
Lithobates catesbeianus exposé in situ 3 un nombre important de pesticides et d’autres
composés avec des variations de concentrations. Cette dissemblance peut expliquer que

nos résultats ne concordent par avec les leurs.

4.2 Phagocytose

Nous avons aussi observé une baisse significative de la capacité ainsi que de
I’efficacité phagocytaire d’environ 50% pour les sites Farnham et Réservoir Choiniére qui
sont a plus forte intensité d’activité agricole comparativement aux deux autres sites.
Brodkin er al. (2007) ont aussi observé une diminution de I’activité phagocytaire chez
Rana pipiens exposé a de I’atrazine a 0,1 ppb, qui est I’un des pesticides retrouvés dans
les cours d’eau étudiés. Les résultats d’un échantillonnage d’eau fait en juillet 2008 a
montré une concentration de 0,15 ppb pour les sites Réservoir Choiniére et Farnham
(Gouvernement du Canada, publication des résultats d’analyse d’eau a venir), ce qui
correspond aux concentrations de Brodkin ef al. (2007). Bien que ce ne soit pas le seul
pesticide retrouvé dans les cours d’eau, ceci suggére qu’une concentration de 0,15 ppb
d’atrazine est suffisante du moins en partie pour engendrer une diminution de 1’activité
phagocytaire chez Lithobates catesbeianus ainsi que chez Rana pipiens. Cependant,
I’étude de Christin et a/ (2004) a mis en évidence une augmentation de la phagocytose
chez Xenopus laevis tandis que pour Rana pipiens 1’activité phagocytaire n’était pas
affectée lorsque les grenouilles étaient exposées en laboratoire & un mélange de

pesticides. Cette étude suggéreque les cellules phagocytaires peuvent étre affectées
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différemment en fonction de I’espéce, mais aussi en fonction des pesticides et des

concentrations utilisés.

4.3 Flambée oxydative

Lorsque les macrophages phagocytent un pathogéne, ils vont produire des
ROS afin de le dégrader. Une baisse de cette production implique donc une diminution de
la capacité a détruire les pathogénes. Les résultats obtenus lors d’une étude avec Rana
pipiens en présence d’eau polluée a différents pesticides a démontré une diminution de la
flambée oxydative des neutrophiles (Gilbertson ef al. 2003). Nos travaux concordent avec
ces résultats puisque nous avons observé une diminution significative de 1’ordre de 167%
de la production de radicaux par les macrophages des grenouilles obtenues sur le site du
Réservoir Choiniére en comparaison a la moyenne des deux sites a faible intensité
agricole. Toutefois, le panel de polluants retrouvés dans notre étude ainsi que leurs
concentrations différent en partie de ceux de Gilbertson et al. (2003). Leurs échantillons
d’eau contenaient plutét du DDT, de la dieldrine et du malathion. Des études ont
également été faites sur la production de ROS par les cellules immunitaires chez le
poisson. Il a été observé que I’endosulfane engendrait une augmentation de la flambée
oxydative chez Oreochromin niloticus (Tellez-Bafiuelos et al. 2009). Cependant, pour
Gadus morhua c¢’est une diminution qui a été obtenue (Pérez-Casanova et al. 2010).
Toutefois, les Gadus n’étaient pas exposés aux mémes polluants (PAHs, phénol...). Ceci
permet tout de méme d’affirmer que certaines substances environnementales peuvent
affecter de fagon importante la production de ROS des cellules immunitaires et ainsi nuire

au bon fonctionnement du systéme de défense en présence de pathogénes.

4.4 Peptide et ARNm

La production de peptides est encore un domaine peu connu, mais nous
savons toutefois que chez Xenopus laevis, les génes codant pour les peptides
antimicrobiens sont principalement exprimés dans les cellules du tractus gastro-intestinal
(Reilly et al. 1994). lIs sont également synthétisés et emmagasinés dans les glandes a
peptides situées dans la peau de la majorité des grenouilles (Rollins-Smith et al. 2005a,

2005b; Conlon et al. 2009). Puisque nous avons trouvé de I’ARNm pour six peptides
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(Ranatuerin 1, 2Ca, 3, 5, 7 et 8) de la peau, ceci confirme qu’il y a bien synthése de ces

protéines par les glandes a peptides de la peau.

En ce qui concerne la présence des peptides, cing d’entre eux ont été retrouvés sur
la peau de Lithobates catesbeianus comparativement a neuf attendus (Goraya et al. 1998).
Pour expliquer cette différence, nous nous permettons d’émettre des hypothéses qui
seraient intéressantes d’explorer dans le futur. Premiérement, le taux de stress peut étre un
facteur important dans la production de protéines. En effet, il a été observé chez le Sparus
aurata que I’augmentation du stress pouvait moduler la présence de protéines dans le foie
(Alves e al. 2010). Ceci nous améne & penser que les grenouilles en captivité utilisées
pour I’étude de Goraya er al. (1998) avaient probablement un niveau de stress plus faible
que celles retrouvées dans la nature. Ceci expliquerait du moins en partie la différence
observée. Cette différence dans le nombre de peptides retrouvé ne peut pas étre expliquée
par un protocole d’extraction et d’analyse inadéquat, puisque nous nous sommes basés
sur le protocole de Goraya et al. (1998) qui a été par la suite réguliérement utilisé avec
succés pour I’extraction de tous les peptides (Goraya er al. 2000; Kim et al. 2000;
Rollins-Smith er al. 2002a). Toutefois, un autre protocole d’extraction de peptides avec la
norépinephrine, une hormone reliée au stress, a été réguliérement utilisé depuis le début
des années 2000 (Rollins-Smith ef al. 2005a; Conlon et al. 2005, 2007). L utilisation de la
norépinephrine par injection n’était pas envisageable dans le contexte de notre étude
puisque le systéme endocrinien faisait partie des systémes étudiés. Cette intervention
aurait pu biaiser les résultats des expériences effectuées en paralléle avec les mémes
animaux. Deuxiémement, il a déja été démontré que certains pesticides avaient des effets
cytotoxiques sur des cellules de poisson (Saito ef al. 1991; Li et Zhang, 2002). Si cette
cytotoxicité a lieu sur les cellules de la peau des grenouilles cela pourrait diminuer la
synthése des protéines par les cellules des glandes & peptides rendues moins nombreuses
suite a I’exposition aux pesticides. Troisiémement, il est possible que les ranatuerines 3 et
8 soient plus sensibles a la dégradation lors de la préparation des échantillons, ce qui
expliquerait leur absence. Il est aussi possible que la quantité de peptides retrouvée a
partir d’échantillons individuels de peau ne soit pas suffisante pour étre mesurée passant
en dessous de la limite de détection de nos instruments. En effet, la majorité des études

sur les peptides de Rana catesbeiana ou d’autres grenouilles sont effectuées sur un pool
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de peaux (Clark ef al. 1994; Goraya et al. 1998, 2000; Conlon et al. 1999; Rollins-Smith
et al. 2002a, 2006). Quatriémement, la présence d’ARNm pour trois peptides n’ayant pas
été décelés sous forme protéine, indique qu’il pourrait y avoir d’autres facteurs
influengant la production ou encore que la régulation de la concentration en peptides

s’effectue au niveau post-transcriptionnel.

En 2008, nous avons constaté que le pourcentage de grenouilles avec présence des
peptides sur leur peau avait fortement diminué pour les sites moyennement et fortement
pollués. Pris globalement, il y aurait donc une inhibition de la synthése des protéines.
Cette inhibition pourrait engendrer une augmentation importante d’infection de la peau et
ainsi diminuer leur chance de survie. McCarthy et Fuiman (2008) ont démontré que la
présence d’atrazine pouvait diminuer la synthése de certaines protéines de croissance et
du métabolisme chez une espéce de poisson, le Sciaenops ocellatus. 11 est donc possible
que la présence de pesticides dans I’eau affecte la synthese des peptides ainsi que leur
présence sur la peau. Toutefois, en 2009, les peptides sont présents chez plus de 40% des
grenouilles indépendamment des sites. Il est possible que cette différence entre les deux
années implique une diminution de la concentration des pesticides dans les eaux, reliée a
une abondance de précipitations. En effet, en comparaison avec I’année 2008, il est tombé
presque le double de pluie pour la méme période (www.climate.weatheoffice.ec.gc.ca).
Nous sommes conscients qu’une augmentation de précipitation peut augmenter la
concentration en pesticides due au lessivage des terres, cependant nous pensons qu’une
trés grande quantité d’eau tombée sur plusieurs jours pourrait avoir un effet inverse. En
2009, nous n’avons pas pu capturer de ouaouaron sur deux sites en raison du niveau de
I’eau trop élevé. Cette plus grande quantité d’eau a probablement dilué la concentration
de polluants, ce qui a diminué leur effet inhibiteur sur la synthése des peptides dans les
glandes. Un échantillonnage d’eau en aval de la Yamaska effectué entre le 28 mai et le
16 juillet (2008 et 2009), a permis de constater qu’il y avait une diminution de 17,37% de
la concentration des pesticides retrouvés pour 2009. Cette diminution s’évalue a 9%
lorsque nous comparons les deux années de mai a aoilit (Véronique Trudeau,
Environnement Canada, Division du monitoring et surveillance de la qualité¢ de I’eau,
communication personnelle). Il est 4 noter que ces données ne fournissent qu’une idée

approximative de la concentration des pesticides retrouvés puisque I’échantillonnage
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d’eau ne se faisait qu’une fois par semaine. Il est également important de spécifier que la
vente des pesticides au Québec est restée stable entre les deux années (Véronique
Trudeau, Environnement Canada, Division du monitoring et surveillance de la qualité de
I’eau, communication personnelle). Les glandes a peptides étant situées sur la peau, elles
sont en contact direct avec I’eau et les polluants. C’est pourquoi nous émettons
’hypothése qu’il y aurait une corrélation négative entre la concentration de polluants et la
présence de peptides. 11 serait toutefois nécessaire d’effectuer une étude plus approfondie

afin de confirmer cette hypothése.

De récents travaux ont démontré que ’atrazine affectait I’expression de génes de
peptides chez Xenopus laevis (Langerveld et al. 2009). Nos résultats ne concordent pas
avec cette étude puisque la synthése de I’ARNm de la plupart des peptides ne semble pas
étre affectée et ce, méme dans les sites avec un niveau d’activité agricole élevé. En effet,
la quantité d’ARNm des différents peptides étudiés au niveau transcriptionnel n’est pas
significativement différente entre les sites. Cependant, il est important de noter que les
concentrations d’atrazine utilisées par Langerveld étaient de 400 ppb, ce qui est nettement
supérieur aux concentrations mesurées dans la Riviére Yamaska, ce qui permet de penser
que les concentrations retrouvées dans nos sites sont trop faibles pour affecter
I’expression des génes. De plus, I’étude de I’expression des génes n’a été faite que pour
’année 2009. Comme nous I’avons mentionné un peu plus tét, nous pensons que les
concentrations de pesticides dans les eaux étant moins élevées cette année la en raison du
niveau des eaux. Il serait pertinent de refaire ’analyse d’expression des génes avec des
peaux de ouaouarons capturés sur plusieurs années avec des niveaux d’eau différents et
des variations de la concentration de pesticides afin d’avoir une image plus globale de
I’effet des pesticides sur I’expression des génes des différents peptides. Afin de compléter
cette étude, il serait pertinent de faire des tests en laboratoire avec des ouaouarons

maintenus dans des conditions contrélées. Ceci va faire ’objet d’un travail futur.

5 Conclusion

Dans les milieux entourés de champs agricoles, la santé des ouaouarons s’avére

précaire. Nous avons observé une diminution de I’efficacité de leur systéme de défense.
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La phagocytose, la flambée oxydative ainsi que la présence de peptides antimicrobiens
cutanés semblent étre affectées par la présence de polluants d’origine agricole, ce qui
pourrait favoriser I’augmentation de maladies et expliquer du moins en partie le déclin

des amphibiens.
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FIGURES ET TABLEAUX
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Figure 1 : Carte de la Riviére Yamaska comprenant les différents sites d’échantillonnages ainsi que leur
coordonnés géographique, Québec, Canada.
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Viabilité des splénocytes pour les années 2008 et 2009
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Figure.2: La viabilité des splénocytes est le pourcentage de cellules vivantes en relation avec les différents
sites : Deborah et lac Boivin (activité agricole d’intensité faible) en noir, Farnham, Réservoir Choiniére et
Pot-au-Beurre (activité agricole d’intensité moyenne) en gris et Riviére Noire (activité agricole d’intensité
élevée) en blanc. Les lettres différentes indiquent une différence significative (p < 0,05). En 2008 (A), il n’y
a pas de différence significative entre les sites. En 2009 (B), il y a une diminution significative de la
viabilité cellulaire pour le site Farnham comparativement au site lac Boivin. #= 12 grenouilles pour les deux
années.
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Activité phagocytaire des macrophages
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Figure.3: L’activité phagocytaire des macrophages pour 1’année 2009 a é1é étudiée par cytométrie en flux.
Les résultats sont exprimés en pourcentage de macrophages ayant phagocyté une bille et plus (capacité) et
trois billes et plus (efficacité) en fonction des différents sites : Deborah et lac Boivin (activité agricole
d’intensité faible), Farnham de méme que Réservoir Choiniére (activité agricole d’intensité moyenne). Les
letires différentes indiquent une différence significative (p < 0,05). Dans les milieux & intensité d’activité
agricole moyenne, nous avons observé une diminution significative de I’activité phagocytaire. n = 12
grenouilles
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La flambée oxydative (production de ROS) par les macrophages pour I’année 2009
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Fig 4: La flambée oxydative est représentée par la différence de la moyenne de fluorescence entre les
macrophages DCFH-DA seul et les macrophages DCFH-DA + PMA analysée par cytométrie en flux en
relation avec les différents sites : Deborah et lac Boivin (activité agricole d’intensité faible) en noir,
Farnham de méme que Réservoir Choiniére (intensité activité agricole moyenne) en gris. Les lettres
différentes indique une différence significative. Au Réservoir Choiniére milieu d’activité agricole a
intensité moyenne, nous avons observé une diminution significative de la flambée oxydative. n = 12
grenouilles par site (p <0,05).
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Peptides antimicrobiens sur la peau des ouaouarons
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Fig 5A: Les peptides antimicrobiens sont présentés en pourcentage de grenouilles, capturées en 2008, avec
présence de peptides sur leur peau en relation avec cinq différents peptides. Les grenouilles proviennent de
trois sites échantillonnés avec trois niveaux d’intensité d’activité agricole différents : Lac Boivin (faible) en
noir, Réservoir Choiniére (moyen) en gris pale et Riviére Noire (élevé) en gris foncé. Le pourcentage de
référence a été placé a 40%. 11 y a moins de peptides chez les grenouilles vivants dans des milieux avec une
intensité agricole moyenne et forte comparativement aux grenouilles du lac Boivin. n = 12
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Fig :5B Les peptides antimicrobiens sont présentés en pourcentage de grenouilles, capturées en 2009, avec
présence de peptides en relation avec cinqg différents peptides. Les grenouilles proviennent de trois sites
échantillonnés avec deux niveaux d’intensité d’activité agricole différents: Deborah (faible) en noir,
Farnham, Réservoir Choiniére (moyen) en gris et blanc. Le pourcentage de référence a été placé a 40%. 11
n’y a pas de différence dans la présence de peptides chez les grenouilles en fonction des milieux excepté
pour la ranatuerine 7. n =6
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Ensemble des peptides recherchés sur la peau du ouaouaron

Géne No. géne Amorce sens Amorce anti-sens

Fl842525.1

Ranatuerine 1 5' AGAGAGGTGCCGATGAAGAA 3' 5' GCCCAAATTTTTGAGTACCG 3'
F1830672

Ranatuerine 2Ca 5' GGTGCTGATGAAGACAATGG 3' 5' TTTTCCCGGCTAAACCCTTA 3
FI830656

Ranatuerine 3 5' TCTTTCTTGGGACCATCTCC 3' 5' TATCCAACATATGCCCAGCA 3'
FJ842529.1

Ranatuerine 5 5' TTCCTTGGCACCATCAACTT 3' 5' GAACATCCCTTTCACCTGGA 3'
F1842527.1

Ranatuerin 7 5' TCTTCCTTGGGACCATCAAC 3' 5' TCCCAAAAATTTACCGAGCA 3
FJ842528.1

Ranatuerin 8 5' TCTTCCTTGGGACCATCAAC 3' 5' TTTACCGAGAAACGATGCAA 3'
AB094353.1

Beta actine 5' TGCGTGACATCAAGGAGAAG 3' 5' TTCCGATGGTGATGACTTGA 3'

Ribosomal protein AY452063.1

L8 5'CAGAGCCCATGTAAAGCACA 3' 5' ACAATGCCCTTGATGTAGCC 3'
BTO081457

Alpha-Tibulin 5' GGCGGAGATGATTCTTTCAA 3 5' CAGCAGACTCCAGATCCACA 3'

Tableau I : L’ensemble des peptides recherchés avec leur numéro de géne, la séquence des amorces sens et
anti-sens ainsi que les séquences d’acides aminés correspondant.

Ensemble des peptides retrouvés sur la peau du ouaouaron

Peptides

Séquences acides aminés

référence

Ranatuerine |

SMLSVLKNLGLGKVGFVACKINKQC

Goraya et al. 1999

Ranatuerine 2Ca

GVFLDTLKGLAGKMLESLKCKIAGCKP

Conlon et al. 2009

Ranatuerine 3

GFLDIIKNLGKTFAGHMLDKIKCTIGTCPPSP

Goraya et al. 1999

Ranatuerine 5

FLPIASLLGKYL

Goraya et al. 1998

Ranatuerine 7

FISAIASMLGKFL or FLSAIASMLGKFL

Rollin-Smith et al. 2003

Ranatuerine 8

FISAIASFLGKFL

Goraya et al. 1998

Tableau I : Ensemble des peptides retrouvés sur la peau du ouaouaron ainsi que les séquences primaires
d’acides aminés s’y rattachant.
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Quantification relative de PTARNm par PCR en temps réel pour ’année 2009

Ranatuerine | |Ranatuerine 2Ca| Ranatuerine 3 | Ranatuerine 5 | Ranatuerine 7 | Ranatuerine 8
Deborah 0,239£0,20 | 0,089+0,06 | 0,013+0,01 | 3,695+2,33 |14,346+9,03 | 0,341 + 0,20
L.Boivin 0,287+0,43 | 0,095+0,16 | 0,014:+0,01 | 3,273+1,76 | 13,628 £ 8,83 | 1,196+ 1,31
Farnham 0,251+0,17 | 0,084+0,04 | 0,0160,01 |10,962 + 13,33/22,037 + 18,61| 1,101 + 1,46
R.Choiniére| 0,179 +0,16 [ 0,040+0,02 | 0,011 0,01 | 8,174+ 7,10 [13,078+ 11,59] 1,213+ 1,15

Tableau I11: La Quantification relative par RT-PCR de I’ARNm normalisée avec la B-actine de six peptides
retrouvés sur la peau en fonction des différents sites. La quantification est calculée par Delta-CT et
I’analyse statistique utilisée est ’ANOVA. Les différents peptides ne sont pas exprimés avec la méme
intensité, mais il n’y a pas de différence significative entre les sites. n= 6

Relation entre le pourcentage de peptides et d’ARNm présents pour I’année 2009

Deborah Farnham R.Choiniére
ARNm | Protéine | ARNm | Protéine | ARNm | Protéine

Ranatuerine 1 100 66,67 100 87,5 100 100
Ranatuerine 2 ND 66,67 ND 75 ND 83,33
Ranatuerine 2CA 100 66,67 100 50 100 100
Ranatuerine 3 100 0 100 0 100 0
Ranatuerine 5 100 100 100 100 100 100
Ranatuerine 7 100 0 100 75 100 50
Ranatuerine 8 100 0 100 0 100 0

Tableau IV : La relation entre les peptides et I’ARNm pour I’année 2009 sont présentés en pourcentage de
grenouilles avec présence de peptides sous forme d’ARNm et de protéine en relation avec trois sites avec
des niveaux de pollution différents : Deborah (faible), Farnham et le Réservoir Choiniére (moyen).
L’ARNm et les protéines ne sont pas retrouvés sur le méme pourcentage de grenouilles, excepté pour la
ranatuerine 5. n =6
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CHAPITRE 3

LES ANTIOXYDANTS

1 Introduction

Les radicaux libres sont normalement produits par les cellules des systémes
biologiques. Lorsqu’il y a production en excés de radicaux libres, des dommages aux
cellules peuvent étre observés, allant jusqu’a causer la mort de certaines d’entre elles. Des
produits présents dans I’environnement peuvent causer un stress oxydatif. Les pesticides
en sont un bon exemple. L’un des principaux mécanismes de toxicité de ces substances
est la peroxydation lipidique (Tuzmen er al. 2008; Rastogi et al. 2009). Certains
pesticides (malathion, lindane et propoxur) possedent comme particularité¢ d’inhiber
I’action d’enzymes (superoxide dismutase, acétyl-cholinestérase, etc...) donc, la cellule
ne pourra plus se protéger (Banerjee ef al. 1999). D'autres, comme I’atrazine, vont causer
des dommages a I’ADN en provoquent des aberrations dans les chromosomes, I’induction
de micro-noyaux et des échanges entre les chromatides sceurs chez le tétard de Rana
catesbeiana 3 une concentration de 4,8 mg/L, alors que le métolachlore produit ces
mémes dommages a des concentrations de 1 mg/L (Clements e al. 1997; Singh et al.
2008). Ces modifications a I’ADN peuvent entrainer des problemes de santé graves chez
divers organismes, comme des cancers, qui seront prévenus ou traités par des
antioxydants. D’aprés Miller er al. (1996), la B-caroténe et la B-cryptoxanthine ont une
capacité antioxydante trés élevée et elles sont des précurseurs de la vitamine A (rétinol).
De plus, les caroténes sont également importantes pour la régulation de la fluidité

membranaire (Gruszecki, 2004).

En plus d’avoir des effets antioxydants, ces molécules jouent d’autres roles
importants dans le systéme. Par exemple, le rétinol est un élément essentiel car, il est
métabolisé en acide rétinoique, qui est impliqué dans un grand nombre de mécanismes

cellulaires (Benson et al. 2007; Manicassamy et Pulendran 2009). C’est la raison pour



laquelle il est soupgonné de contribuer, entre autres, aux malformations des membres et
au déréglement du systtme immunitaire (Blomberg ef al. 1980; Blomhoff 1994; Ertesvag

et al. 2002; Benson et al. 2007; Mora et al. 2008; Manicassamy et Pulendran 2009).

Puisque les antioxydants sont essentiels au maintien de la santé, nous nous
sommes intéressés a I’effet des pesticides sur des antioxydants. Dans ce contexte, nous
avons basé notre étude sur la peau des ouaouarons exposés a des pesticides d’origine
agricole, car cet organe est en contact direct avec ces produits. Le but est de comparer la
quantité de rétinol, de caroténoides et de vitamine E présents, en fonction des niveaux
d'activités agricoles et ce, afin d’évaluer un effet potentiel de la pollution sur ces mémes

antioxydants.

2 Matériels et méthodes

L’extraction des caroténes, du rétinol et de la vitamine E a été effectuée selon la
méthode de Yan et al. 2006. La peau a été prélevée et congelée a -20 °C durant 5 mois.
Environ 300 mg de peau ont été coupés et broyés finement sur glace avec 4 ml d’hexane
+ 1% de buthylhydroxytoluéne (BHT). L’homogénat a été soniqué sur glace durant 10
minutes et centrifugé a température piéce durant 5 minutes. Un volume de surnageant (2
ml) a été évaporé (Vacufuge plus, Eppendorf, Germany). Le culot a été suspendu dans
300 ul de MeOH 100 % et filtré (Millipore, FHLC, Ireland) 4 0,45 uM. Un volume de
I’homogénat (70 uL) a été injecté dans une HPLC.

2.1 HPLC analyse

Le systéme d’HPLC a phase-inverse (Water Corporation, Milford, MA, USA)
consiste en un logiciel Millénaire installé sur un ordinateur Pentium II, une pompe
modele 510, un détecteur d’absorbance modéle 486 et un injecteur modéle 7725i
(Rbeodyne). La phase mobile pour les rétinoides et la vitamine E est en gradient et
comprend deux solutions ; A) le méthanol a 95 :5 (méthanol : eau distillé) pour temps 0 &
12 minutes a absorbance variable (325 nm de 0 a 4,5 min et 350 nm de 4,5 4 12 min) et

B) le méthanol a 100% pour le reste du temps a une absorbance de 250 nm. La phase
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mobile pour les caroténes est en isocratique avec une solution de MeOH 57% / THF 38%
/ HyO 5% a une absorbance de 450 nm. La vitesse d’écoulement est de 1 ml/min. Les
rétinoides, les caroténes et la vitamine E ont été séparés sur une colonne analytique C18
Inertsil (chromatographie société des sciences, Brockville, Ont, Canada; 150A-ODS2;

250 mm x 4,6 mm; Spm).

2.2 Statistiques analyses

Les concentrations cutanées du rétinol, des caroténoides (canthaxanthine,
caroténes, B-cryptoxanthine) et de la vitamine E (o-tocophérol) ont été comparées entre
les sites par une analyse de variance a un critére de classification (ANOVA). En cas
d’ANOVA significatif, les données ont été soumises a un test de comparaisons multiples
pour identifier les différences entre les groupes. Le Tukey a été utilisé suite 8 ’ANOVA
et le student T pour les comparaisons entre deux sites. 11 est & noter que les données ayant

été jugées aberrantes selon la valeur « D » de Cook (3 fois I’écart-type) ont été retirées.
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3 Les résultats

La concentration de rétinol et de B-cryptoxanthine
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Figure.l: La concentration de rétinol (A) et de B-cryptoxanthine (B) (ng/g de peau) présente dans les
extrails de peau des ouaouarons en relation avec différents sites: Deborah et lac Boivin (activité agricole a
intensité faible), Farnham et Réservoir Choiniére (activité agricole 2 intensité moyenne). I1 n’y a pas de
différence significative entre les sites. n = 6 > Deborah, L.Boivin, R.Choiniére, 1 = 4 ->Farnham

La figure 1 représente la concentration de rétinol (A) et de B-cryptoxanthine (B) en
ng/g exprimée dans les extraits de peau des ouaouarons provenant de divers sites
échantillonnés. Il n’y a aucune différence significative entre les sites.
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La concentration de caroténes
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Figure.2: La concentration de caroténes (ng/g de peau) présente dans les extraits de peau des ouaouarons en
relation avec différents sites: Deborah et lac Boivin (activité agricole a intensité faible), Farnham et
Réservoir Choiniére (activité agricole a intensité moyenne). Les lettres différentes démontrent une
différence significative de p < 0,05 entre elles. 1 y a une différence significative entre I’ensemble des sites
et le site Farnham. # = 6 < Deborah, R.Choiniére, n = 5 > L.Boivin, »n =4 >Famham

La figure 2 représente la concentration de caroténes (ng/g) exprimée dans les
extraits de peau des ouaouarons provenant de divers sites échantillonnés. Les résultats

démontrent une différence significative (p < 0,05) entre Farnham et les autres sites.
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La concentration de canthaxanthine
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Fig.3: La concentration de canthaxanthine (ng/g de peau) présente dans les extraits de peau des ouaouarons
en relation avec différents sites: Deborah et lac Boivin (activilé agricole a intensité faible), Farnham et
Réservoir Choiniére (activité agricole a intensité moyenne). Les lettres différentes démontrent une
différence significative de p < 0,05 entre elles. 1l y a une différence significative entre R. Choiniére et les
sites a faible intensité agricole. 1 = 6 < Deborah, L.Boivin, R.Choiniére, #=4 >Farnham

La figure 3 représente la concentration de canthaxanthine (ng/g) exprimée dans les
extraits de peau des ouaouarons provenant de divers sites échantillonnés. Les résultats
démontrent que la peau des grenouilles provenant du site R.Choiniére présente de fagon
significative (p < 0,05) une plus grande concentration de canthaxanthine que les sites a

faible intensité agricole.
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La concentration de vitamine E
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Fig.4: La concentration de vitamine E (ng/g de peau) présente dans les exiraits de peau des ouaouarons en
relation avec différents sites: Deborah et lac Boivin (intensité activité agricole faible), Farnham et Réservoir
Choiniére (intensité activité agricole moyenne). Les leltres différentes démontrent une différence
significative de p < 0,05 entre elles. Il y a une différence significative entre les sites a faible intensité
agricole et les sites & intensité moyenne. n = 6 > Deborah, L.Boivin, R.Choiniére, n =4 ->Famnham

La figure 4 représente la concentration de vitamine E (ng/g) exprimée dans les
extraits de peau des ouaouarons provenant de divers sites échantillonnés. Les résultats
démontrent que la peau des grenouilles provenant des sites & soumis & une intensité
moyenne d’activité agricole présente de fagon significative (p < 0,05) une plus grande

concentration de vitamine E que les sites a faible intensité agricole.
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4 Discussion

Certains pesticides peuvent engendrer un stress oxydatif et provoquer des
dommages cellulaires importants (Clements e al. 1997; Banerjee ef al. 1999; Dorval et
al. 2003; Rastogi et al. 2009; Jin et al. 2010). Ces dommages affectent le bon
fonctionnement cellulaire (Lioi ef al. 1998). Dans notre étude, nous dénotons une
augmentation de la concentration de trois antioxydants étudiés dans des extraits de peau
du ouaouaron (caroténes, canthaxanthine et vitamine E) dans les milieux présentant une
plus forte intensité d’activité agricole. Nous savons, suite & une analyse effectuée par le
MDDEP en 2008, que les sites Farnham et Réservoir Choiniére présentent des quantités

plus élevées de pesticides que les autres sites (appendice 2).

En sachant que les pesticides peuvent provoquer des stress oxydatifs, il est
possible de suggérer que la majorité des antioxydants étaient demandés en plus grande
quantité dans la peau des grenouilles en présence de ces contaminants. Il a déja été
démontré que la présence de contaminants (organochlorés (OCs) et organophosphorés
(OPs)) augmentait I’activité de certaines enzymes antioxydantes (superoxyde dismutase
(SOD), glutathion, catalase (CAT), ethoxyresorufin O-deethylase (EROD), etc...)
(Venturino et al. 2003; Melancon et al. 2006; Falfushinska et al. 2008). Dans ce contexte,
il serait intéressant de vérifier si I’activité de ces enzymes antioxydantes est altérée chez
les grenouilles capturées dans les milieux avec une plus forte intensité d’activité agricole.
I important de spécifier que le laboratoire de Thomas Sanderson (I’INRS-IAF) étudie
présentement ’enzyme microsomal ethoxyresorufin O-deethylase (EROD) (induction

cytochrome p450).

La concentration de rétinol présente dans les extraits de peau n’est pas affectée par
la présence et la quantité de pesticides. Nous pouvons cependant remarquer une tendance
a une augmentation de rétinol dans les sites plus pollués. Bérubé et al. (2005) ont
démontré une diminution significative du rétinol plasmatique dans les sites ayant un
niveau d’activité agricole plus élevé. Puisque le rétinol se rend aux cellules de la peau en

passant par le plasma, nous nous attendions a une diminution de sa présence au niveau de
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la peau au contact de pesticides. Afin d’expliquer ces résultats, nous nous permettons
d’émettre des suppositions. Normalement, dans la cellule, le rétinol est transformé en
acide rétinoique par ’action de I’enzyme ROLDH (Novak er al. 2008). 11 est possible
qu’une inhibition de cette enzyme provoque une légeére augmentation du rétinol cellulaire.
11 a été démontré que la présence de produits toxiques peut affecter I’activité de certaines
enzymes impliquées dans le métabolisme de la vitamine A. En effet, les enzymes ARAT,
LRAT et le HER sont affectées par des pesticides (Jensen et al. 1987; Nilsson et al.
1996, 2000; Ndayibagira et Spear, 1999; Boily et al. 2003; Boily et al. 2009).

Dans un autre ordre d’idée, une augmentation de la demande en rétinol au niveau
de la peau est possible. Les différentes substances avec lesquelles les cellules cutanées
sont en contact peuvent augmenter le taux de mortalité cellulaire (Vera-Candioti et al.
2010). Dans ce cas, dans un processus de compensation, il y aura une augmentation de la
multiplication cellulaire, ce qui augmenterait le besoin en rétinol et surtout, en acide
rétinoique. Suite & ces dommages, les cellules doivent se régénérer afin d’optimiser les
différentes fonctions de la peau. L’acide rétinoique joue un réle trés important dans cette
régénération cellulaire (Thoms et Stocum, 1984). Toutefois, il a déja été¢ démontré que la
pollution pouvait affecter I’emmagasinage dans le foie et le transport du dans le plasma
du rétinol (Thunberg et al. 1980; Bérubé et al. 2005; Boily et al. 2005). 11 n’y aura alors
qu’une faible augmentation de rétinol dans la cellule et la régénération de la peau sera
alors limitée, ce qui pourrait mettre en danger la santé des grenouilles. De plus, notons
que les connaissances sur le cycle et les lieux de stockage du rétinol pour la grenouille
sont encore trés limitées. Dans ce contexte, il est possible de penser que le rétinol
retrouvé dans les cellules de la peau provient d’un autre organe que le foie. Cette
supposition expliquerait, du moins en partie, les résultats obtenus jusqu’a maintenant.
Dans un méme ordre d’idée, puisque les connaissances concernant le rétinol des cellules
de la peau des ouaouarons sont limitées, il est plausible que le rétinol des cellules de la
peau et celui du plasma soit de source différente. Ceci amenerait a repenser le lien entre le

taux du rétinol plasmatique et celui des cellules dermiques.

La vitamine E se trouve en plus grande quantité dans les milieux plus pollués et ce,

de fagon significative pour Réservoir Choiniére. Bien que ses effets antioxydants font
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I’objet de nombreuses études, son mécanisme intracellulaire et son excrétion cellulaire
demeurent des domaines encore trés peu connus. Il est possible que I’augmentation de
cette vitamine, dans les cellules de la peau du ouaouaron, soit due & une inhibition des
mécanismes mis en place par le systéme lors de sa régulation intracellulaire. En effet, ce
mécanisme étant encore peu connu et n’ayant fait 1’objet d’aucune publication
scientifique, il n’est pas impossible que des enzymes soient impliquées. Diverses
observations semblent indiquer que des pesticides peuvent avoir des effets inhibiteurs ou
stimulants sur certaines enzymes. Plusieurs études relatent I’effet modulateur des
pesticides sur les enzymes des grenouilles. En effet, dans une étude de Widder et Bidwell
(2008), il y a une inhibition de I’activité de cholinestérase chez les tétards de la rainette
criarde (Hyla chrysoscelis), de la grenouille léopard du sud (Rana sphenocephala), de la
rainette faux-grillon (4cris crepitans) et du crapaud de Narrowmouth (Gastrophryne
olivacea) par le pesticide chlorpyrifos. Toutefois, une activation de I’activité de la
catalase au niveau du foie a été observée chez la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss)
avec ’atrazine (Salaberria er al. 2009). Ceci met de I’avant I’effet possible des pesticides
sur ’activité enzymatique, ce qui laisse supposer une action semblable sur des enzymes
en lien avec la vitamine E. Cette hypothése est plausible pour I’ensemble des
antioxydants retrouvés en plus forte concentration dans les milieux plus pollués, tels les

caroténes et la canthaxanthine.

Nous savons que la vitamine E est transportée & I’aide de lipoprotéines qui se
trouvent dans le plasma (Burton, 1994). L’augmentation de cette vitamine au niveau de la
peau peut provenir d’un effet indirect, en affectant plutot ses transporteurs. Il a déja été
démontré que chez le rat exposé au malathion, il y a une augmentation de la concentration
de LDL dans le plasma (Lasram et al. 2009). Il n’est pas exclut que d’autres pesticides
puissent avoir cet effet également chez la grenouille. Une augmentation de la protéine de
transport pourrait avoir comme conséquence d’augmenter ’apport de vitamine E dans
différentes cellules. Bien sir, afin de confirmer cette hypothése, il serait intéressant de
faire une analyse chez le ouaouaron provenant des sites plus pollués, afin de vérifier si le
niveau des différentes protéines de transport de type LVDL et VDL dans le plasma est

augmenté.
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Afin d’obtenir une image plus globale, il serait intéressant de vérifier I’effet des
pesticides sur un ensemble de mécanismes touchant la vitamine E, la canthaxanthine et
les caroténes. Dans ce sens, il serait pertinent d’estimer leur niveau hépatique sous leurs
formes emmagasinées. Si I’apport de ces antioxydants au niveau de la peau provient du
foie, ceci pourrait affecter leur quantité mise en réserve. Une diminution de stockage, par
exemple de la vitamine E, pourrait affecter a long terme la santé de I’animal sous d’autres

aspects.

La présence accrue de certains antioxydants dans les cellules cutanées peut avoir
des effets trés bénéfiques pour la santé de I’animal. En effet, plusieurs études ont
démontré que ces molécules possédaient des propriétés protectrices pour les cellules.
Mathews-Roth et Krinsky (1985) ont démontré des suppléments de P-carotene et de
canthaxanthine pourraient aider a prévenir ou a retarder 1’apparition de cancers de la peau
causés par les rayons UVB. De plus, la B-caroténe a également des effets antitumoraux
sur le cancer des ganglions chez la souris (Tomita ef al. 1987). La diminution de tumeurs
pourrait étre due, entre autres, a I’augmentation de I’efficacité¢ des cellules NK a
provoquer la lyse cellulaire chez les cellules cancéreuses (Carlos ef al. 1997). Chez le rat,
Singh et al, (2010) ont démontré que la vitamine E atténuait ’effet du stress oxydatif au
niveau du foie causé par I’atrazine. Le mélange de vitamine E, 13-cis-acide rétinoique,
canthaxanthine et de B-caroténe diminuerait également I’apparition de tumeurs au niveau
de la bouche de hamsters (Shklar et Schwartz, 1988). Avec ces informations, nous

pouvons présumer un effet positif de la présence de ces substances.

Par contre, une trop grande quantité de ces molécules peut s’avérer nocive. Il a été
observé que la canthaxanthine interagissait avec les lipides en modifiant la surface
membranaire et en favorisant ’agrégation des vésicules lipidiques chez I’humain (Sujak
et al. 2005). Cette interaction pourrait provoquer des maladies graves, telles la

rétinopathie, la dystrophie réticulaire et méme I’anémie (Sujak, 2009).

Pour conclure, dans cette étude, la différence entre males et femelles n’a pas pu
étre apportée car le nombre de femelle et de male n’était pas suffisant. Il serait intéressant

de se pencher sur les concentrations des antioxydants en relation avec le sexe des
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individus. En effet, il est possible que le sexe joue un réle sur le niveau des antioxydants

dans les cellules cutanées des ouaouarons.
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CHAPITRE 4 :

L’ IMPACT D’UNE EXPOSITION IN VITRO DE SPLENOCYTES DU
XENOPUS (XENOPUS LAEVIS) A L’ATRAZINE ET LE
METOLACHLORE SUR LE SYSTEME IMMUNITAIRE.

1 Le Xenopus

Dans cette étude in vitro, le Xenopus a été privilégié comme espéce cible et ce,
pour plusieurs raisons. Tout d’abord, c’est I’espéce de grenouille la plus étudiée, ce qui
permet d’avoir accés & un grand nombre d’informations concernant son métabolisme.
D’autre part, cette espéce de grenouille est entierement aquatique, ce qui facilite

grandement son entretien tout au long de la recherche et surtout les expositions.

Un test in vitro a été ajouté a mes recherches sur le terrain afin de permettre une
image plus exhaustive de I’effet toxique sur le systtme immunitaire, de deux pesticides
présents en plus forte concentration dans les eaux échantillonnées soit I’atrazine et le

métolachlore. Cette expérience apporte une vision subsidiaire & mon étude.

2 Matériel et méthode

2.1 Condition des xénopes

Les xénopes post-métamorphose pesant entre ont été gardés dans des
aquariums avec un temps d’acclimatation de 14 jours, a raison de 5 grenouilles par 3,78 L
d’eau déchlorée et tenue a une température de 21 °C. Ils ont été nourris deux fois par
semaine avec de la nourriture spécifique aux amphibiens (Frog brittle chow ®). L’eau a
été changée deux fois par semaine, en conservant 10% de I’eau usée. La photopériode a
été établie a 12 h de lumiére et 12 h de noirceur. Les grenouilles sont euthanasiées par
immersion dans de 1’eau contenant 0,1% de tricane méthanesulfonate (MS222) (Sigma,

St-Louis, MO, USA).



2.2 Les produits chimiques

Les pesticides utilisés sont I’atrazine (CgH;4C|Ns pure a 99 %) et le
métholachlore (C;5H22CiNO; pure a 98 %), ils proviennent de Sigma, St-Louis, CA.USA.
L’atrazine et le métolachlore ont été solubilisés séparément dans du DMSO a une
concentration de 1 et de 10 %. Les concentrations d’atrazine variaient de 0.5, 5, 50, 100 et

200 pg/ml, tandis que la concentration de métolachlore restait a 15 pg/ml.

2.3 La Rate

La rate a été prélevée et déposée dans du RPMI complet (RPMI-1640/eau
(1 :1), enrichie avec 10 mM HEPES, 10 % (v/v) sérum de veau (BSA) et 1 % penicilline
et streptomycine, pH 7.4) (Sigma, St-Louis, MO, USA). Elle a été par la suite broyée
délicatement a la main a 1’aide d’un petit potier. Les rates étant trés petites, le nombre de
cellules par ml était trés faible. La concentration cellulaire a été ajustée entre 60 000 et
300 000 cellules/ml avec du RPMI complet. Celles-ci ont été ensuite pré-incubées en
présence de produits toxiques d’exposition aux concentrations voulues durant 5 heures a

I’abri de la lumiére et a la température de la piéce.

24 Viabilité

Aprées I’incubation, les cellules ont été mises en contact avec de I’iodure de
propidium (PI) durant 2 minutes. L’analyse de la viabilité a été faite par cytométrie en
flux (FACscan, Becton Dickinson, San Jose, Ca, USA), avec une acquisition de 5 000
cellules par événement. L’émission de la fluorescence a été captée a 527 nm (FLI1).
L’analyse du nuage cellulaire (Dot Plot) estime deux paramétres : leur taille pour ’axe

des X (FSC) et leur complexité pour I’axe des Y (SSC).

2.5 Phagocytose

Des billes fluorescentes ont été ajoutées aux cellules pour atteindre un ratio
billes/cellules (100 :1). Ce mélange a été incubé durant 18 heures a I’obscurité. Le tout a
ensuite été déposé délicatement sur 4 ml de solution de gradient (RPMI complet et 3 %

BSA) et centrifugé a 138 x g durant 7 minutes. Le surnageant a été jeté et les cellules ont
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été suspendues dans 300 pul de solution de fixation (0,2 % de sodium azide, 0,5 % de
formaldéhyde, PBS). La mesure de la phagocytose a été faite par cytométrie en flux avec
une acquisition de 10 000 cellules. Les lectures ont été effectuées a un absorbance de 228
nm (FL1). Les résultats obtenus vont permettre de quantifier le nombre de cellules ayant
phagocyté 1 bille et plus (capacité phagocytaire) et 3 billes et plus (efficacité
phagocytaire).

2.6 Analyses statistiques

La viabilité cellulaire et ’activité phagocytaire ont été comparées entre les
sites par une analyse de variance a un critere de classification (ANOVA). En cas
d’ANOVA significatif, les données ont été soumises a un test de comparaisons multiples

pour identifier les différences entre les groupes (Tuckey).
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3 Résultats

3.1 Atrazine et métolachlore
La viabilité des splénocytes exposés a I’atrazine et au métolachlore
100 ‘
90 -

80 -

i

Témoin DMSO 05/15 5,0/15 50/15 100/15 200/15
(10%)

Viabilité (%)

Concentration d'atrazine/ métolachlor pg/ml

Figure. 1: Le pourcentage de macrophages vivants en fonction des différentes concentrations d’atrazine
allant de 0,5 a 200 pg/ml, ainsi qu’une concentration constante de métolachlore a 15 pg/ml. 1l n’y a pas de
différence significative. (n = 10)
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Activité phagocytaire des macrophages exposés a I’atrazine et au métolachlore
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Fig. 2: Le pourcentage de macrophages ayant phagocyté 1 bille et plus ou 3 billes et plus, en fonction des
différentes concentrations d’atrazine allant de 0,5 a 200 pg/ml, ainsi qu’une concentration constante de
métolachlore a4 15 pg/ml. 11 n’y a pas de différence significative et le DMSO augmente le taux de
phagocytose. (n = 10)

Au début, nous voulions faire une courbe dose-réponse avec deux pesticides soit :
I’atrazine et le métolachlore. C’est deux pesticides sont ceux retrouvés en forte
concentration dans les cours d’eau échantillonnés. Nous avons vite constaté que le DMSO
a 10% affectait la viabilité cellulaire ainsi que I’activité phagocytaire. Nous devions donc
diminuer la concentration de DMSO. Pour définir cette nouvelle concentration, nous nous
sommes basé sur I’étude de Tseng et al. (2007) qui ont travaillé avec des pesticides en
contact avec ’amphibien Xenopus laevis. Nous avons donc diminué la concentration de
DMSO a 1%. Suite a cette information, nous avons décidé de refaire I’analyse de I’effet
des pesticides sur la viabilité et la phagocytose. Toutefois, nous avions commis I’erreur
de diluer au début I’ensemble de I’atrazine, sans faire une solution meére. Par conséquent,

il nous était impossible de diminuer la concentration de DMSO pour I’atrazine. C’est

pourquoi la courbe dose-réponse finale n’est effectuée qu’avec le métolachlore.
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3.2 Métholachlore

La viabilité des macrophages exposés au métolachlore
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Fig.3 : Le pourcentage de macrophages vivants en fonction des différentes concentrations de métolachlore
variant de 4,14 4 66,22 pg/ml. 11y a une baisse significative de la viabilité a partir de la concentration de
8,28 ug/ml comparativement au contréle. (n = 10)

L’activité phagocytaire des macrophages exposés au métolachlore
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Fig.4 : Le pourcentage de macrophages ayant phagocyté 1 bille et plus ou 3 billes et plus, en fonction des
différentes concentrations de métolachlore variant de 4,14 a 66,22 pg/ml. 1l y a n’y a pas de différence
significative de I’activité phagocytaire. (n = 10)
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Les concentrations de métolachlore testées sont de : 4,14 pg/ml, 8,28 pg/ml, 16,55
pg/ml, 33,11 pg/ml et 66,22 pg/ml. La concentration de DMSO utilisée pour diluer le
métolachlore est de 1 %. On dénote une différence significative de la viabilité cellulaire,
comparativement au contréle a partir d’'une concentration de 8,28 pug/ml de métolachlore.
Cependant, les différentes concentrations de métolachlore ne semblent pas affecter

I’activité phagocytaire des macrophages.

4 Discussion

Nous constatons que le métolachlore présente un effet trés limité sur les
macrophages des xénopes. Notre étude s’est déroulée dans des conditions in vitro. 1l
semble donc que le métolachlore n’a que peu d’effet sur les macrophages lorsqu’ils sont
exposés de cette fagon. Dans ce contexte, il serait indiqué de refaire ces analyses, mais en
exposition in vivo afin de vérifier si le métolachlore exposé ainsi n’influencera pas la

réponse immunitaire des xénopes.

Par ailleurs, nous savons que le systéme immunitaire du ouaouaron, exposé aux
métolachlores et a d’autres pesticides de fagon chronique, est affecté de fagon
significative (chapitre 2). Il est probable que les effets du métolachlore sur les cellules
immunitaires soient dus a4 une exposition chronique et non pas aigiie. Ainsi, il serait
intéressant de refaire ces tests avec des xénopes dans des conditions plus représentatives
du contexte des amphibiens en nature, c’est-a-dire de faire des expositions in vivo et

chroniques.

L’ensemble des résultats démontre que le métolachlore n’a que peu d’incidence
sur les macrophages des xénopes. En effet, le métolachlore influence la viabilité des
cellules, mais pas I’activité phagocytaire. 11 est toutefois important de mentionner que les
xénopes utilisés étaient trés jeunes et trés petits. Ces caractéristiques font en sorte qu’il y
a une insuffisance dans la quantité de cellules disponibles, ce qui a nui au nombre de
biomarqueurs utilisés. Malgré que plusieurs aient déja été testés dans notre laboratoire
avec succés, nous avons constaté de grandes variations dans les résultats lors des

duplicatas. 11 semble que les réponses aient été influencées par des facteurs autres que les
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pesticides. Pour expliquer cette différence, nous en sommes venus a la conclusion que la
taille et I’dge des grenouilles influencent les résultats. Si nous comparons ceux-ci avec
des résultats antérieurs produits dans notre laboratoire avec les xénopes, nous constatons
que les spécimens utilisés préalablement étaient des post-métamorphoses comme les
ndtres. Cependant, ils étaient de tailles trés différentes. En effet, le poids des xénopes de
notre étude était d’environ 0,15 mg comparativement & 50 mg pour les études antérieures
(communication personnelle). Nous suggérons donc que la taille ainsi que le taux
cellulaire des xénopes ont sensiblement influencé nos résultats. Dans ce contexte, il
semble préférable de considérer ces tests comme des analyses préliminaires auxquelles il
serait intéressant d’ajouter d’autres biomarqueurs tels : la flambée oxydative, les Natural

Killer et méme la transformation lymphoblastique.
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DISCUSSION GENERALE

Le déclin des amphibiens est un probléme bien réel. Plusieurs raisons sont mises
en évidence, telle I’augmentation des infections et la pollution. Les sources de
contamination sont nombreuses. Toutefois, nous nous sommes attardés aux pesticides.
Ces toxiques sont présents dans les eaux ou vivent la majorité des amphibiens. Le but de
cette étude consistait a vérifier si la présence de pesticides d’origine agricole affectait les
systtmes de défense d'une espéce spécifique de grenouille, le ouaouaron et ainsi
augmentait le risque d’infection chez cette espéce. Les systémes de défenses étudiés
étaient : le systtme immunitaire, en particulier les macrophages et les peptides
antimicrobiens, et des antioxydants situés dans la peau. Nous avons ciblé comme lieu
d’échantillonnage six bassins versants de la riviére de la Yamaska. Ces bassins ont été
classés en relation avec le niveau d’intensité agricole entourant ces lieux (Appendice 1).
En 2008, un échantillonnage d’eau, provenant des cours d’eau choisis, a permis de mettre
en évidence la présence et la concentration élevées de pesticides, tels I’atrazine et le
métolachlore, dans les milieux ayant un niveau d’activité agricole plus élevé (Appendice

2).

Dans un premier temps, les analyses de trois biomarqueurs immunitaires (viabilité,
flambée oxydative et activité phagocytaire) suggérent que le systéme immunitaire est
affecté par les niveaux plus élevés d’activité agricole. De plus, les peptides
antimicrobiens, situés dans les glandes cutanées, sont moins présents sur les peaux de
grenouilles exposées a plus de pesticides. Ces réactions, face a I’intensité de I’activité
agricole, laissent supposer que les grenouilles vivant dans les milieux pollués sont plus
susceptibles de faire des infections et/ou auront plus de difficultés a en guérir. Ces
réponses sont en accord avec notre hypothese de départ qui proposait que les cellules des
grenouilles capturées dans les milieux plus pollués ne réagiront pas de maniére optimale.
Dans le futur, il serait intéressant de vérifier si les animaux, exposés a un niveau de
pollution agricole élevé, seraient plus susceptibles de développer des maladies comme

nous le suggérons. Nous savons que les amphibiens sont touchés par des infections



majeures comme le ranavirus, le parasite trématode et le champignon Batrachochytrium
dendrobatidis. Nous proposons donc, comme étude complémentaire, la vérification de la
présence de ces infections sur des grenouilles provenant des sites échantillonnés dans

lesquels le systéme immunitaire des spécimens semble affecté.

Dans un second temps, nous avons analysé la concentration du rétinol, de la
vitamine E, de la canthaxanthine, de la B-cryptoxanthine et du caroténe sur la peau des
ouaouarons. La concentration de ces antioxydants, a I’exception du rétinol et de la -
cryptoxanthine, est plus élevée sur les grenouilles capturées sur les sites a plus haute
teneur en pesticides. Ces résultats suggérent que le stress oxydatif est plus élevé dans ces
milieux, ce qui pourrait affecter a long terme la santé du ouaouaron. Ces résultats
concordent avec notre hypothése de départ, suggérant une augmentation de la présence
des antioxydants au niveau de la peau des grenouilles vivant dans un lieu plus pollué.
Cette hausse de la concentration de caroténe et de vitamine E laisse supposer que les
organismes vivant dans des milieux a plus haute teneur en pesticides sont soumis & un

taux élevé de stress oxydatif.

Dans une idée plus générale, il semble que la pollution d’origine agricole soit un
facteur important dans le déclin des populations d’amphibiens. En effet, la présence de
pesticides ainsi que leur concentration influencent le systéme immunitaire et les
antioxydants, ce qui leur confére un réle nocif sur la santé des grenouilles. Suite & ces
conclusions, il serait pertinent de réglementer plus sévérement I’utilisation des pesticides

si nous voulons permettre aux batraciens de garder leur place sur la belle planéte bleue.
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CONCLUSION

Notre planéte est le milieu de vie d’un trés grand nombre d’organismes. L’activité
humaine a malheureusement des impacts lourds sur la survie de ces formes vivantes. Les
amphibiens, particuliérement les grenouilles, font I’objet depuis quelques années d’une
grande inquiétude puisqu’on remarque une diminution, voire méme des extinctions de
populations entiéres. L’une des activités humaines affectant ces animaux est I’agriculture.
Afin d’augmenter la productivité des cultures, nous utilisons des pesticides qui sont des
produits toxiques pour la majorité. Dans cette étude, nous voulions mettre en évidence
que le niveau de Dintensité de l’activité agricole, entourant les milieux de vie des
grenouilles, pouvait affecter leurs systémes de défense. Nos résultats montrent que les
cellules immunitaires de grenouilles, plus précisément les ouaouarons vivant dans les
milieux a plus forte intensité agricole, avaient une viabilité, une activité phagocytaire
ainsi qu’une flambée oxydative plus faibles comparativement a celles provenant des
autres sites échantillonnés. De plus, au niveau de la peau, une diminution significative de
la présence de peptides antimicrobiens et une augmentation de la concentration
d’antioxydants ont été observées. Les pesticides ont des effets néfastes sur les systémes
de défense des ouaouarons ce qui peut les rendre plus vulnérables a d’éventuelles
maladies. A la lumiére de tous ces résultats, il semble clair que les humains ont adopté

des activités agricoles qui mettent en danger la survie d’organismes qui partagent leur

environnement.

« Nous respirons tous le méme air, nous buvons tous la méme eau, nous vivons tous sur

une seule terre. Nous devons la protéger. » Raomi, chef amazonien.
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APPENDICE 1

Cartes des sous bassin versant de la Riviére Yamaska et les différents sites
échantillonnés ainsi que leur coordonnée.

I Faible intensité de
[ ] Médiur I'activité
B Elevée agricole
Riviére ~
Pot-au-Beurre
(Baie Lavalliére)
Riviére Noire
(Saint-Pie)
Réservoir Choiniére
(Parc de la Yamaska)
Lac Boivin
(Granby)
Riviére Yamaska \
(Farnham) Deborah stairs
Sites Longitude latitude
Deborah Stairs
(Sud du Lac Brome) 45°12'11.9"N 72°33'7.8" W
Lac Boivin
(Granby) 45°23'39.1"N 72°40' 11.6" W
Riviére Yamaska
(Farnham) 45°16'40.3" N 72° 57" 46.5" W
Réservoir Choiniére
(Parc de la Yamaska) 45° 25' 20" N 72°35'52.0" W
Riviéere Pot-au-Beurre
(Baie Lavalliére, Sorel) 46° 02' 56.3" N 72°59'59.2" W
Riviére Noire
(Sainte-Pie) 45°30' 09.5" N 72°54'48.7" W
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APPENDICE 2

Concentration (ug/L) des aryloxyacides et des organophosphorés dans les sites
échantillonnés le 7 juillet 2008 analyse effectuée par le MDDEP.

Deborah BTG Yamaska Réservoir | Pot-au-
(Farnham) | Choiniére | beurre
Dicamba 0.03 0.03 0.05 0.03 ND 0.04
Bentazone 0.04 0.04 0.04 0.04 ND 0.09
Dééthyl- 0.04 0.03 0.03 0.03 0.10 0.12
atrazine
Atrazine 0.02 0.06 0.15 0.15 0.29 0.61
Métolachlore 0.02 0,01 0.05 0.08 0.19 0.11
Glyphosate 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.22
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APPENDICE 3

Cellularité de la rate du ouaouaron pour ’année 2008

240000
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Deborah L.Boivin R.Choiniére Famham P-A-Beurre R. Noire

Le nombre de splénocytes totaux dans la rate du ouaouaron mis en relation avec le poids de la grenouille en
fonction des différents sites ayant des niveaux d’activité agricole allant de faibles (vert) a élevés (rouge). Le
test statistique utilisé est le Wilcoxon car les données sont non paramétriques. 11 y a une différence
significative entre les deux sites témoins. Le Lac Boivin a une différence significative avec Pot-Au-Beurre
et Riviére Noire. (p > 0,05)

101



APPENDICE 4

Mise au point effectuée pour les peptides antimicrobiens

Lors de la 1% campagne d’échantillonnage en 2008, le prélévement des peptides
devait se faire par stimulation des glandes & peptides par la norépinephrine. Je m’étais
basée sur un article de Louise-Rollins smith (2000) proposant deux techniques :
I’injection sous-cutanée de la norépinephrine ou par immersion de la grenouille dans de
I’eau contenant de la norépinephrine. Je ne pouvais pas utiliser la technique par injection,
car je ne voulais pas risquer d’interférer dans les résultats des autres chercheurs sur
différents organes prélevés sur place. Alors, j’ai utilisé la méthode par immersion. Ces
protocoles ont I’avantage de ne pas nuire 4 la santé du ouaouaron et ainsi, il pouvait, suite

a sa capture, €tre libéré dans la nature.

Matériels et méthodes

Les ouaouarons ont été submergés dans une solution (2.92g NaCl et 2,05g Na
Acetate / 1L H,0, pH:7) 4 10% de norépinéphrine durant 15 min. Le liquide 4 immersion
a été récolté et du HCI a été ajouté (concentration finale 10% HCI) pour permettre de
conserver les peptides. Le liquide 4 immersion a été filtré a I’aide de filtre Sep-Pak sous
pompe a vide a une vitesse de 2 ml par minute. Le filtre a ensuite été élué avec ACN 70%
/ H20 TFA 0,06%. L’€lution a été lyophilisée pour I’analyse ultérieure par HPLC-MS-
MS.

Résultats

Aucun peptide n’a été retrouvé.

Améliorations apportés

Suite a cet échec, je me suis penchée sur la méthodologie. Je me suis apergue que
le protocole par immersion n’était efficace que sur des petites espéces de grenouilles. Les
ouaouarons étant de trés grosses grenouilles, il aurait fallu les injecter avec la
norépinephrine. Le protocole d’extraction des peptides proposé par Goraya et al, (1998),
utilisait la peau entiére (mentionné dans le matériel et méthode de I’article). J’ai donc
utilisé ce protocole. Le désavantage de cette technique est la mort inévitable du spécimen.

Cependant, elle permet de récupérer une trés grande quantité de protéine.
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