





















































































































































TABLEAU 3.4:

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

pétrole brut

Dénombrement
Lemna minor Microflore adjointe \
Durée nombre de frondes/20 ml nombre/ml
Témoin Pétrole Pétrole Pétrole Témoin Pétrole Pétrole Pétrole
1 yl/ml 0.1 pl/ml] 0.01 pl/ml 1 yl/ml 0.1 pl/ml | 0.01 pl/ml
Stade 2 2 2
20 20 20 20 2,5 x107| 1.6 x 10 1.7 x 10 2.5 x 10
initial
Stade aprés (1) 3 3 3
67+2,7 8 + 3.8 42 + 4.1 59 + 2.8 1.6 x 10 | 1.7 x 10 1.6 x 10 8.0 x 10
7 jours
Stade aprés| 3 4 5
192+4.6 0 89 +5.3 | 148 + 4.4 1.6 x 107 | 1.7 x 10 1.1 x 10 6.0 x 10
14 jours
K 0.070+2.847 0.046+5.777%10.062+3.277

‘(1) Ecart~tvpe calculé a partir de 3 valeurs

A




TABLEAU 3.5: Croissance de Lemna minor et de 1la microflore adjointe en présence de

pétrole raffiné.

Dénombrement
Lemna minor Microflore adjointe
Durée nombre de frondes/20 ml nombre/ml
Témoin Pétrole Pétrole Pétrole Témoin Pétrole Pétrole Pétrole
1 pl/ml 0.1 pyl/ml [0.01 pl/ml 1 ul/ml 0.1 yl/ml | 0.01 pl/ml
Stade 2 2 2 . 2
20 20 20 20 2.5 x107}1.6 x 10 1.7 x 10 2.5 x 10
initial ;
Stade apreés
67+ 2.71:| o 11 % 3.9 |50 + 2.7 1.6 x 10° [ 1.7 x 10% | 1.4 x 10 | 1.1 x 10°
7 jours }
Stade apres ' 6 3 3 5
192+4.6 ’ 0 37 £ 5.0 |141 * 4.7 1.6 x 10° {1.6 x 10 1.7 x 10 9 x 10
14 jours
K 0.070 +2.84% 0.019+25.95%|0.060%3.497%

-

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

- £y
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TABLEAU 3.6: Synthése d'ARN chez Lemmna minor en présence

de pétrole brut

Traitement ! Résultats 2
Témoin 3520 (0%)
Pétrole: 1 ul/ml 560 (-84.17%)
Pétrole: 0.1 pl/ml 2392 (-32.0%)
Pétrole: 0.01 ul/ml 3528 (0.2%)

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

2 - dpm/mg d'ARN/gr de Lemma/heure et pc d'incorporation

dfuridine 14C
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- CONCLUS ION

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

de, nous pouvons conclure que:

- Les huiles brute et raffinée ont un seuil de toxicité semblable,
soit 0.01 pl/ml., en ce qui concerne la croissance de Lemna minor
ainsi que de la microflore adjointe.

~ Chez Lemna minor, cette toxicité se manifeste par un ralentisse-~
ment de la croissance et de la reproduction, ce qui peut méme
entrainer, & des concentrations plus élevées, la disparition des
plantes.

— A des concentrations plus faibles, la croissance des plantes con-
tinue apr2s une certaine période d'adaptation alors qu'elle ne
semble pas se manifester pour la microflore qui subit un léger
fléchissement de son taux de croissance sans recrudescence ulté-
rieure.

- La toxicité de ces huiles sur la microflore totale se traduit
par un effet bactériostatique.

~ Une des causes de la toxicité des huiles brutes envers la plante
serait 1'inhibition de la synthése des acides ribonucléiques né-
cessaires 3 la synthése des protéines de croissance et de repro-
duction.

-~ On en déduit qu'd une concentration supérieure & .0l ppn, les
huiles brutes et raffinées déversées dans 1'écosystéme aquatique
peuvent causer des dommages sérieux & la végétation et par le

fait méme compromettre 1l'équilibre de 1'&cosystéme en question.
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- Dés 1l'introduction des plantes dans le milieu de culturg de
Hutner, il y a changement en ce qui concerne le nombre de re-
frésentants de chaque espéce d'organisme associé a celle-ci;
la pobulation initiale est remplacée progressivement par une au-
tre, composée d‘'espéces difféfentes qui ont trouvé un milieu qui
leur est plus favorable. Cette derniére particularité rend diffi-
cile 1'étude des effets des huiles sur la population initiale de
1'écosystéme.

- La nouvelle population semble peu sensible aux huiles brutes et
raffinées puisque nous avons retrouvé des populations quantitati-
vement comparables dans chaque flacon indépendamment de la concen-
tration en huile. Cette population se développe aussi bien dans
un milieu ne contenant aucune cu peu de plante-support, elle
n'est donc pas nécessairement liée & 1'écosystéme de la rhizosphe-

re de Lemna minor.

Nous pouvons donc recommander, & la suite de cette &tude, qu'avant
de procéder & des expériences ultérieures utilisant le méme &cosystéme, il
serait préférable de trouver en premier lieu un milieu de culture plus adé-
quat afin de maintenir la population initiale d'organismes associés & Lemna
minor. Une fois ce probléme résolu, ce qui rendrait le systéme réellement
opérant, nous croyons que celui-ci serait trés utile dans les &tudes de pol-
lution et de qualité de 1l'eau. En effet, le systéme allie plusieurs avan-
tages; manipulation facile et pratique permettant d'observer les organismes
dans leur milieu sans les soumettre aux stress de transfert, possibilité de
procéder & plusieurs exﬁériences simultanées dans un minimum d'espace, fai-

ble cofit de mise en place et d'opération.
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APPENDICE 1

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

Dans le cas présent, l'écosystéme est employé comme instrument

de mesure du transfert d'azote dans le milieu.

Ces transferts sont mesurés, & 1'aide d'azote radioactif 15N de

1'atmosphére aux: fixateurs microbiens (Azotobacter chroococcum ou flore

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

a4 des décomposeurs, a l'eau (milieu nutritif 10 ml.), et finalement au
sol (10g. de Kaolinite) ce dernier &tant disposé avec une pente de 45°

procurant des interfaces sol/air/eau (voir schéma A.1).

L'écosysteéme présent offre plusieurs possibilités d'études de
transferts de matidre dans le milieu naturel, ce qui s'avére un nouveau
champ d'intérét dans l'utilisation d'écosystémes expérimentaux. En effet,
1'expérience ci-haut décrite nous montre qu'en plus de servir d'instruments
de mesure de la qualité de l'eau, les écosystémes expérimentaux peuvent
aider @ comprendre les différents mé;anismes impiiqués dans le maintien
de 1'équilibre dynamique nécessaire au bon fonctionnement d'un &cosystéme

naturel.
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Schéma A.1 . Ecosystéme pourvu dun manométre et de tubes pour les
echanges gazeux .
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APPENDICE 2
L'ECOSYSTEME SAUMATRE DE J.C. LACAZE ET AL. 1969 (13)

Ce type d'écosystéme est spécifique pour les eaux saumitres mais
le principe est intéressant 3 souligner et abplicable dans la ﬁlupart des
cas. Les auteurs ont utilisé le milieu naturel comme milieu de culture;
ils ont méme ajouté des sédiments pour recréer le plus fidélement possible

le milieu naturel.

L'écosystéme est contenu dans 4 bacs de 3,000/1 avec un &clairement
de 3,000 lux (250 bougies/pied) et une photopériode de 12 heures (voir
schéma A.2). Les constituants de 1'écosystéme renferment deux algues ma-

croscopiques, Chaetomorpha lineum et Cladophora parriandii; des algues mi-

croscopiques, Spirulina subsalsa, Oscillatoria chalybea, Lyngbya lutea,

Ulvella sp., Exuriella sp. et des diatomées.

La macrofaune y est représentée par des isopodes, amphipodes, gas-
téropodes, lamellibranches et hydraires et la microfaune par des copepodes,
protozoaires ciliés, nématodes, rotiféres, gastrotriches, acariens et ostra-

codes.

Etant donné la complexité de 1'&cosystéme, les auteurs ont préféré
porter leur &tude sur un seul constituant de 1'é@cosystéme, les diatcmées du
périphyton, plus précisément sur la biostructure de la communauté des Dia-

tomées.




AN DTy L ;‘,':\
REAGDPHDL

I = Plateau a algues 4 = Sédiment
2 = Chaetomorphes 5 = Diffuseur
= Cladophorales 6 = Tube fluorescent

SCHEMA A.2.

Schéma d'un bac d'expérimeniation .
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APPENDICE 3
L'ECOSYSTEME UTILISE PAR R.L. METCALF ET AL. 1971 (18)

Cet écosystéme expérimental est utilisé pour 1'étude de la biodé-
gradation de pesticides marqués radioactivement dans les différents cons-

tituants de la chalne alimentaire.

L'ensemble est maintenu dans un aquarium (10" x 12" x 20") conte-
nant 15 kg. de sable blanc @ base de quartz, possédant une pente reprodui-
sant les interfaces sol/air/eau et renfermant 7 litres de milieu nutritif
procurant les &€léments nécessaires pour les différents constituants de la

chaine alimentaire. Celle-ci est compocée des €léments suivants:

-~ Serphum halpense: une plante terrestre (50 graines)

- Estigmene acrea: un insecte terrestre (10 larves)

~ Oegonium cardiacum: une algue

- Daphnia magna: un crustacé planctonique (30 individus)

~ Noclearia, Coleps, Vorticella, Paramécium: des protozoaires

- Asplanchnopus, Notomatta, Euclaris, Scaridium: des rotiféres

- Physa sp.: un mollusque (10 individus)

-~ Culex pipiens quiquefasciatus: un moustique (300 larves)

- Gambusia affinis: un poisson (3 individus)

Comme les auteurs le soulignent: "La méthode procure une estima-

tion de la toxicité potentielle des produits de dégradation des pesticides




sur une variété d'organismes. Le systéme semble spécialement convenir
pour un modéle d'informatique.et pour 1'étude des effets de légers change-

ments de propri&tés moléculaires sur le potentiel de dégradation que pos-

séde le milieu."




SCHEMA A.3 .

Niveau de l'equ

Vue d'ensemble de I'écosystéme utilise pour I'étude de lo

biodegrabilité des pesticides .
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APFENDICE 4

TABLE DE McCRADY POUR L'EVALUATION DE LA MICROFLORE TOTALE 4

5 tubes/dilution
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000 0,0 203 1,2 400 1,3 513 8,5
001 0,2 210 0,7 401 1,7 520 5,0
002 0,4 211 0,9 402 2,0 521 7,0
010 0,2 | 212 1,2 403 2,5 522 9,5
011 0,4 220 0,9 410 1,7 523 12,0
012 0,6 221 1,2 411 2,0 524 15,0
020 0,4 | 222 1,4 | 412 2,5 525 17,5
021 0,6 230 1,2 | 420 2,0 530 8,0
030 0,6 | 231 1,4 | 521 2,5 531 11,0
100 0,2 | 240 1,6 | 422 3,0 532 14,0
101 0,4 300 0,8 | 430 2,5 533 17,5
102 0,6 301 1,1 | 431 3,0 534 20,0
103 0,8 302 1,64 ‘ 432 4,0 535 25,0
110 0,4 310 1,1 | 440 3,5 540 13,0
111 0,6 311 1,4 | 441 4,0 541 17,0
112 0,8 312 1,7 | 450 4,0 542 25,0
120 0,6 313 2,0 451. 5,0 543 30,0
121 0,8 320 1,4 [ 500 2,5 544 35,0
122 1,0 321 1,7 501 3,0 545 45,0
130 0,8 322 2,0 502 4,0 550 25,0
131 1,0 330 1,7 503 6,0 551 35,0
140 1,1 331 2,0 504 7,5 552 60,0
200 0,5 340 2,0 510 3,5 553 90,0
201 0,7 341 2,5 511 4,5 554 160,0
202 0,9 350 2,5 512 6,0 555 180,0

*  Nombre de tubes positifs & chaque dilution

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

par millilitre

1 Tiré de POCHON, J. et P. TARDIEUX (22)
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APPENDICE 5

COMPOSITION DU MILIEU DE CULTURE DE HUTNER (11)

K,H PO, 0.04 g

EDTA 0.05 g

Mg804.7H20 0.05 g

NH4NO3 0.02 g

Ca 6.0 mg (CaCO3 facteur 2.50 dissout dans un mini-
num de HN03)

Zn 1.5 mg (Znso4.7H20 ; facteur 4.39)

Mn 0.5 ng (MnSOA.HZO ; facteur 3.08)

Fe 0.5 mg (Fe304.7H20 ; facteur 4.98)

B 1.0 mg (H3BO3 ; facteur 5.72)

Mo 1.0 mg (NaZMOOA'ZHZO; facteur 2.52)

Cu 0.1 mg (CuSOA.SHZO ;s facteur 3.94)

Co 0.04 mg(CoSOa.7H20 ; facteur 4.76)

Les €léments traces de cette liste sont indiqués sous forme de mé-
tal ou sous forme de sel; les facteurs gravimétriques sont donnés pour fa-
ciliter le calcul lorsqu'on pése le sel pour obtenir le poids désiré du
métal. Il est recommandé de préparer une solution stock 100 fois concen-
trée des &léments traces en omettant le Ca et le Fe. Cette solution stock
doit €tre légérement acidifiée pour éviter la préciﬁitation; la solution
stock de Fe par ailleurs doit €tre fortement acidifiée. Le PH est ajusté
entre 5.6 et 6.0 avec une solution de KOH frafchement ﬁréparée et le volume

final est complété a 100 ml.
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APPENDICE 6

CAUSES POSSIBLES DE LA DISPARITION DES ORGANISMES DE L'ECOSYSTEME

Les opservations microscobiqués effectuées aprés 1'introduction de
Lemna minor dans les flacoms expérimentauﬁ nous ont révélé 1'absence d'or-
ganismes qui sont normalement introduits avec les plantes. Nous avons donc
cherché les causes possibles de cette disparition. Quelques paramétres ont
été écartés au déﬁart puisqu'ils ne pouvaient causer des fluctuations dans
la population vu qu'ils étaient identiques dans les flacons et dans la cul-
ture-stock: la température (24°C), la conductibilité (5.5 milli. MHO) et la
balance ionique. Nous avons par la suite mesure le ?H dans 1'aquarium de
notre culture-stock afin de voir s'il &tait sensiblement différent du milieu
de Hutner (5.6 - 6.0). Nous n'avions pas procédé @ des mesures semblables
auparavant car il n'y avait aucune mention dans la littérature de difficul-
tés dans le transfert des plantes en ce qui a trait aux organismes associés.
Nous avons procédé a des mesures durant deux jours consécutifs 3 différen-
tes heures de la journée. Le tableau A.6 montre une fluctuation assez im-
portante du pH de 1'aquarium durant 24 heures. Cette fluctuation est prin-
cipalement due aux &changes gazeux effectués par les plantes; durant la
journée, il vy a photosynthé&se et donc utilisation du C02, ce qui rend le
milieu plus basique tandis que le soir la photosynth&se diminue et la res-
piration domine, ce qui favorise le rejet de 002 et acidifie ainsi le mi-
lieu. Lors de nos expériences, nous avions effectué le transfert des plan-
tes au milieu de la journée au moment ou le pH de 1l'aquarium est assez ba-
sique (=8.5) alors que celui du milieu de Hutner est plus acide (=5.8).
Cette différence pouvait €tre suffisante pour causer la mort de nombreux
organismes présents. Nous avons donc choisi de réaliser les transferts de

plantes trés t8t le matin afin d'amoindrir la différence précitée de pH.




59 -

Toutefois, meme en ayant pris toutes les précautions possibles, il y avait
une disﬁarition d'organismes.” Nonobstant ceci, éomme nous 1'avons mention-
né plus haut (voir discussion 3.2), ce n'était ﬁas une destruction systé-
matique mais plutdt un phénoméne de remplacement d'une poﬁulation par vne

autre a cause du changement des conditions du milieu.

TABLEAU A.1

Variations du pH de la culture-stock

de Lemna minor durant deux jours consécutifs

HEURES | pH
ler jour 2e jour
8:30 A.M, 1.7 7.54
11:00 A.M, 8.0 7.84
2:00 P.M. 8.89 8.27
4:00 P.M. 8.88 8.29
9:00 P.M. 8.75 8.15
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