’ /,
UNIVERSITE DU QUEBEC

MEMOIRE
PRESENTE A
L *UNIVERSITE DU QUEBEC A CHICOUTIMI
COMME EXIGENCE PARTIELLE

DE LA MAITRISE EN PRODUCTIVITE AGUATIQUE

PAR
CHRISTIAN BASTIEN

B. Sc. en biolcgie

EFFETS DU CUIVRE SUR L “ULTRASTRUCTURE

DE SCENEDESMUS QUADBRICAUDA ET CHLORELLA VULGARIS

EN RELATION AUEC L'ACGUISITION DE TOLERANCE

DECEMERE 1986



Bibliotheque

\ n,quc

w-ma.-

Mise en garde/Advice

Afin de rendre accessible au plus
grand nombre le résultat des
travaux de recherche menés par ses
¢tudiants gradués et dans I'esprit des
regles qui régissent le dépot et la
diffusion des mémoires et theses
produits dans cette Institution,
I'Université du  Québec a
Chicoutimi (UQAC) est ficre de
rendre  accessible une version
compléte et gratuite de cette ceuvre.

L'auteur conserve néanmoins la
propriét¢ du droit d'auteur qui
protege ce mémoire ou cette these.
Ni le mémoire ou la thése ni des
extraits substantiels de ceux-ci ne
peuvent &tre imprimeEs ou autrement
reproduits sans son autorisation.

Motivated by a desire to make the
results of its graduate students'
research accessible to all, and iIn
accordance  with  the  rules

governing the acceptation and
diffusion of dissertations and
theses in this Institution, the
Université du Québec a

Chicoutimi (UQAC) is proud to
make a complete version of this
work available at no cost to the
reader.

The author retains ownership of the
copyright of this dissertation or
thesis. Neither the dissertation or
thesis, nor substantial extracts from
it, may be printed or otherwise
reproduced without the author's
permission.



RESUME

Deux expériences furent mengées en utilisant un mode de
culture en lot; une premiére avec Scenedssmus guadricauda st
une seconde avec Chlorella vulgaris. S. guadricauda s'est
avérée trés tolérante au cuivre tandis que . vulgaris y ast
relativement plus sensible. Cette dernig&re espéce provenait
de la rivigére Saguenay.

Chez S. guadricauda, la concentration en cuivre du
milieu de culture est corrélée significativement 8 la fra-
guence d'apparition des inclusions intravacuolaires ainsi
qu'‘d leur nombre moyen par cellule, ce qui suggére lsur
implication dans la tolérance. Chez C. vulgaris nous cbser-
vons au niveau ultrastructural, des bris membranzaires et des
altérations aux mitochondries. L‘'augmentation de la corncen-
tration en cuivre est suivie par une légére hausse dans la
fréquence d'apparition des corps membranaires et des inclu-
sicns intravacuoclaires de méme que dans le nombre d'inclu-
sions par cellule. Chez S, guadricauda, la formation

d*inslusions semble daonc Jjouer un rgle déterminant dans la
tolérance, ce qui n'est pas le cas chez C, vulgaris

en utlllsant le mode de cul ure en continue et ce, sur une
durée de 50 jours & une concentraticn en culvre da 250 pgel
Aprés 1,5 heure d'expositiaon, les effets ultrastructuraux
sont 8vidents; le chloroplaste se ré&tracte 2t forme des lohes
et les différentes structures cellulaires prennent un aspect
trés diffus. Les mémes observations sgnt faites &galement
aprés 3, B8, 12 et 24 heures d‘expositicon. Entre 3 et 15 jours
nous observons une importante augmentation des r&ssrves
damidaon et de lipide, des inclusions intravacuclaires, de
méme qu‘un épaississement de la parci. Aprés 22, 32 =t =0
Jours, les inclusions disparaissent, le cytoplasme est

densément peuplé d= riboscmes et le ré&ticulum endoplasmigue
gst vident chez la majorité des cellules. (Ces cbservations
suggBrent l'implication d'un seccond m8canisme de= tolérancs au
cuivre qui, cantrairement aux inclusiors se manifesteraient

aprés une expcsition @ lang terme.

OO
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION




La contaminaticn das milieux aguatigques par las m&taux
traces a suscité un grand intérét au cours des dernidres

années, Elle aest intimement liée & 1'essor industrisl et

u

spBcifiquement & l'industrie miniére et m8tallurgigque, & la
cambusticn des hydrocarbures fossiles, 8 certains prcoccidés

industriels ainsi qu‘d certaines activit&s humaines.

Ces polluants ont une toxicité notoire sur les organis-
mes aquatigues. De plus, ils persistent dans le milieu natu-
rel, particulig&rement au niveau des sédiments ol ils pesuvenrt
gtre remobilisgés par divers processus physico-chimigues
(Forster et Whittmann, 1381). Certains ians peuvenﬁ egale-
ment &tre bicaccumulés dans les tissus animaux (Conneill Des
et Miller, 139843 ou chez les plantes supérieuress st les al-
gues phuytoplanctonigues (Misrle et Stokes, 1378; Leland et

al., 18738; Cain et al., 18803. Compte tenu d= leur

r T)

PR
Al

(0]

toxicité, les ions métalligues présentent dornc un risgu

m
3

non
négligeable quant 8 la pé&remnité de certaines espsces airsi

8 l'eguilibre des écosysteémes aguatigues.



De plus, Cétgé (13983) y a observé des concentrations er cuivrs

. A '
relativement élevées (=5 pg-1l ) dans les sasux de surface.

Le cuivre est un &lément trace gssentiel au mEtabcoclisme
cellulaire des algues (Manatran et Smith, 1873; Screntino
18732 mais c'est Egalement un des E&léments les plus toxigues
pour le phytocplancton (Hollibaugh st al., 18BO». Sa towicite
est ligée essentiellement & 1°'icn cuivrigque likre (Sunda et

Guillard, 187E; Anderscn et Morel, 13878; Rueter et Mclarthy,

’

1973; Sunda et Gillepsie, 1372} et & son affinite pour les

0y

groupements sulphydryls (SH) des protéines ainsi gu'& son
habilit& 3 déplacer les ians cofactsurs dfsnzymes =t les izrs
Faisant partie inté&grante du centre actif des m&talloerzymes
(Passow &t al., 19612. Selcn Mardeli (1863, l=z cuiwvrs fcocrme-
rait 8galement des complexes avec les groupements carboxy-—
les, les phcsphates et lss amines rendant ainsi son acticn
peu spécifique. Les travaux de Boering et al., (1877) ont
maontré gque la réducticon de l'activitg& snzymatigue et 1'zltd-
ratign des preoti2ines structureaeles constitueraient les prin-
cipaux effets de 1 'affinitd du cuivre pour les liganrnds

crganigues.

Plusieurs aut=surs cnt étudig les effets ghysiclogiguss
cdu cuivre sur les algues. Certains travaux, notamment csux de
Stesman—-Nislsar et Wium—-Anderssn (19712, Staemarn-hislszr st

Kamp-Nielsgn (18701, Stesman—-Nielsen et al. (13EZ) =t ander-



son et Morel (18783, ont montrég gque le taux de fFixaticrn du
carbone est affecté tandis gue d'autre chercheurs (Cedeno-
Maldonado st al., 13872; Shici et =s1., 13978 a,b » s= sort
surtout intéress&s &8 1l'inhibition des m&canismes de transport

des 8lectrons dans le processus de la photcocsynthéss.

Dtautre part, le cuivre provogque une réducticon des
pigments photosynth&tiques (Gross et al., 183702, En agissant
au niveau de la membrane plasmigque, le cuivre altére le
processus d‘osmorégulation; la perm&sabilit& de la cellule sst
augment@e ce qui entraine une perte importante de patassium
se traduisant souvent par un gonflement de la cellule
(Kamp—-Nielsen, 1871; McBrien et Hassal, 1865; Overnell, 1875;
Riisgard, 1873; Riisgard et al., 13880). De plus, le cuivrs
peut inhiber 1'assimilation des nitrates (Harrisson st al.,
1877) gu des silicates (Goering et al., 1377). Finalement,
guelques auteurs et ngtamment Steeman—-MNielsen et Kamp-MNielsen
(187021, Saifullah (139781, Mandeli (138632, Bartlett et al.
{18742 et Jensen et al! {18782 ant constaté que le cuivre
réduisait ou arrétait complétement la craoissarncs de la
populaticon, ce gui est prohablement le résultat dune
inhibiticon de la cytokikingse comme 1l 'ont suggérg (Kanawaza

gt Kanawaza, 1363).

Sur le plarn ultrastructural, 1l'acticn des m8taux tracas
se tradulit par l'apparition d'aberrations morphologigues

(Thomas et al., 12802. Ce phé&noméne a 2t& cghservé tant chez



les Chlorophycées (Rosko et Rachlin, 18772 que chez les Chry-
sophycées (Davies, 18743} et les Bacillariophycges (Nuzzi,
1872; Berland et al., 13877; Mofel et al., 187B). La toxicité
des métaux traces est bisn document&e au niveau de 1'alté-
ration de variable de structure (d&nombrement, chl-a 3 et de
Foncticon (A -dé&nombrement, 8 -chl-a , P/B, CE, 27, (Rai st al.,
1881; Sorentinoc, 13873), de l'adsorption des m&taux sur la
surface cellulaire , de leur compétition 8 1 interfacse
biologique, de lsur prise en charge par différents ocrganismas
(Campbell et Stckes, 1385; Harrisson et al., 13886) alcrs gue
les Btudes portant sur les modifications de 1'ultrastructure
sont plus rares. Smith (1983) rapporte la présence d'orga-
nites gonflées, de membranes dilatées et une wvacuclation

accrue du cytoplasme chez Skelstonema cgstatum soumise aux

ions mercure, cadmium et zinc. Elle cbhserve &galemant des
inclusions denses aux €lectrons contenues darns des vEsicules.
Selon Irmer et al., (18842}, le cadmium cause une désocrgani-

sation des thylakocides chez Chlamydomconas 8t entraine la

formaticon de dépctits denses aux €lectrons dans la wvacuole.
Chez trois autres espéces de Chlarophycéges, ls cadmium causs
des aberrations ultrastructurales et la formaticn de dépéts

denses aux Electrons dans les mitochondrises (Silverbhe

L]

g.
13787, Sicko-GCoad et Stoesrmer (13733 de méme gque Silverberg
(137%5) rapportent des effets analcgues au sujet du plembk. Par
aillesurs, Saktcski (18772 a ghservé des anamalies de la

frustule chez Nitzschia lisghethrutti expos&e au mercure gt &




1'8tain tandis que Fujita et al. (13772 cnt &tudi& pour leur
part la distributicon intracellulaire du mercure chez la

DiatomE&e Synedrz ulna et ont montré gue le chloroplaste et le

cytoplasme scnt des sites importants de 1'accumulaticon des

ions.

En ce qui concerne plus spécifiquement le cuivre, Sil-
verberg et al. (13762 rapportent la Formation de complexes

intranucléaires chez une souche tolérante de Scenedesmus sp.

tandis que Daniel et Chamberlain (13881) ont d&mocntré& chez

Amphora venata, la localisaticon de 1°ion dans des inclusiors

de polyphosphate situges dans la vacucle st la formation de
granules riches en soufre, calcium et cuivre associ&s aux
membranes. D'autre part, Sicko-Goad (18822 a démontrée des
changements de volume des vacucles chez troils (32 diatocmées
aprés deux (22, trois (33 et 24 heures d‘expositicn &

5 }_Jg-l-1 de cuivre.

Par ailleurs, les algues unicellulairss poss&dent
d'autres mécanismes potentiels de tol&rance comme 1l'exclu-—
sion par wvolatilisation (Foster, 1377J, la syntése de
métallothiongine (Stokes et al., 1377; Stokes, 13831, la
complexaticon extracellulaire et la précipitaticon sur la face
externe de la membrane plasmigue (Stokes, 1873). Dans
l'ensemble les m&canismes de tglérance ont 8t& peu 8tudi@s et

ont regu jusgu'd maintenant peu d'emphase (Fai et al., 18812,



En résumé&, les observations ultrastructurales peuvent
gtre classées en deux types: premidrement, la preésence
d‘organites gonflés et de membranes dilatées relige & 1z
perte du contréle osmotique engendré par 1'ion métalligue
(Smith, 1983) et deuxi@ment, la formation de divers types
d'inclusions denses aux &lectrons interprétée comme un
mécanisme que posséde la cellule pour s&gquestrer le métal
dans certains compartiments cellulaires et ainsi réduire son
effet toxique et conférer une certaine tolérance (Daniel et

Chamberlain, 1381; Silverberg et al. 1378; Silverberg, 1875).

Dans le présent travail nous vouwlans premi&rement,
déterminer les effets de différentes caoncentraticns de cuivre

sur l'ultrastructure de Chlgrella vulgaris et de Scensdesmus

quadricauda et deuxiémement, E&tablir chez cette derniére

espéce la séquence temporelle des modifications ultrastruc-
turales lorsgu‘elle est soumise @8 une dose sublétale de

cuivre pendanrt une expesition prolongée.

Cette approche séguentielle dans le temps des modifica-
ticns ultrastructurales constitue une des seuleses &tudes du
genre ayant trait & la toxicit& des &lé&ments traces sur le

phytoplancton.



CHAPITIRE II



2.1 Conservation des socuches

Les grganismes utilisg&s dans le cadre de cette &tude

sont les Chlorophycées Scenedesmus quadricauda (Turp.) Breb.

classée UTEX 75, provenant de ” Culture Collection of Algae

33

at the University of Texas at Austin et Chlorella vulgaris

isplée de la riviére Saguenay en 19B3 et identifi&e en mi-
croscopies optique et &lectronique selon la monographie de
Fott et Novakova (1388)., Ces deux espéces d'algues &taient
cultivées dans le milieu sgnthétique Woods Haoles MBEL (Steinr,
18733, mais modifié par le retrait de 1°‘EDTA et du TEIS et
par l‘ajout dfacide borique. Ce milieu de culture &tait
préparé'et autoclave peu de temps avant son utilisation. Le

pH 2tait ajust& & 6,802 0,40 pour S. guadricauda et & 7,00 2

effectuge dans un volume dfenviron 150 ml 8 partirc de

cultures sur gé€lose pour S. guadricauda et de cultures

liquides pour C. vulgaris. Les erlenmeyers &taient snsuite
agitées sur une table rotative pendart 6-7 jours ijusqu‘d cs

gue la densité des cultures scit environ de 3 x 10° celiules

e

-1 - X - . - .
ml . Les cultures étaient réalisées dans une enceinte
température et luminosité contrélées; la température 8tait de
. N - . . . .

202 2 C tandis que l'&clairsment artificiel provenant de
lampes fFlucrescentes Sylvania F20T12/Cool White &tait de 1,45
M - - .~ . - —

x 10 guanta sec - cm selaon un cycle lumiére:cbscurité de 158:5

heures. Seules les cultures en phase exponentielle servaient



10

d*inoculum lors de l'expérimentation. Les cultures d=

S. quadricauda &taient ax&nigques alors que celles de

C. vulgaris ne 1 ‘&taient pas. Cependant, aucun probléme de

contamination n‘a &té rencontré avec cette derni&re espéce.

2.2 Londiticons expérimentales

Pour les expériences 1 et 2, huit (B) erlemmeyers d'un
litre contenant 750 ml de milieu de culture 8taient inocculés

avec §. gquadricauda (Expérience 12 et huit (8) autres avec C.

vulgaris (Expérience 2). lLa densité& cellulaire de ces

-1
erlenmeyers 8tait de l1°'ordre de 1 x 10%cellules - ml . Sept

{72 erlenmeyers de chacune de ces séries furent ensuite
inoculés respectivemert avec 25, 50, 100, 250, 500, 1,080 =t
2,500 pg-ld de cuivre; le huitiéme erlenmeyer serwvant de
témoin. Le cuivre provenalt d'une sclution mé&re de sulfates d=
cuivee (CuSG,-SH,0) de 1,000 mg-1 dissout dans 1‘eau

déionisge stérile. Les cultures furent menées en lct (Stein,

[0]]

8731 e

+

aérées avec de 1l'air comprimé& preéalablement Filtr

[y

La densitg& cellulaire fut déterminge aux temps 12, 24,
48, 72, S6, 120, 144 et 168 heures @8 1l‘'aide d‘une chambre de
Palmer-Maloney (Palmer et Malcney, 13543 st d'un disgue de
Whipple & un grossisement de 250 X. Les intervalles de con-
Fiance Furent calculés selon la formule de Ricker (138370

(Annexes 1 et 22. Les valeurs de pH furent enregistreées de

fagon simultanée &8 1'aide d'un pH métre Fisher Acumest,



Aprés 72 heures d'exposition au cuivre, des aliguotes de
culture furent prélevées et préparées pour 1l chservation =2n
microscopie 8lectronique. Au moment de la fixation des
cellules, les cultures de C. yulgaris et 5. quadricauda
gtaient synchrones et se trouvaient en interphase.
D'ailleurs, il est bien connu qué les conditions photo-

périodiques peuvent avoir un effet de syncronisation (Eppley

et al., 1371)J.

Dtautre part, l'expérience 3 a 8tEé€ poursulivie sur une

en continue basé&e sur le principe du chemaostat (Stein, 13873).
Un volume de & litres de milieu de culture Woods Holes MBL
modifi&, contenu dans un ballon de 9 litres, a €t& contaming
avec 250 ;.Jg-l'1 de cuivre. Un second ballon ne conternant pas
de cuivre servait de témoin. La densitg cellulaire initials
Btait de 2 x 10° cellules . mlf L‘alimentation en milieu de
culture se faisait 8 1l'aide de pompes péristaltiques fMastar-
Flex de Cole-Parmer Instr. Co.. Le taux quotidien de
dilutign Etait maintenu 8 0,50 tout au long de 1l'=xpérience
sauf sntre les temps 14 st 22 jours ol il fut ralenti & 0,25
dans le ballon expérimental afin d'8viter un lessivage trap

important de la culture. Le ballon témoin &tait demsuré au

méme taux de dilution.

Les échantillons pour 1‘cbservation ultrastructurals cont

gté prélevés aux temps 0, 1,5, 3, B, 12, 24, 48 et 72 heures

11
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et 5, 10, 15, 22, 32 et 50 Jjours. Les mesurses de la densit
cellulaire et du pH ont &té effectuges quotidisnnement. lLes
intervalles de confiance de ces mesures saont présentés 3

l'annexe 3.

2.3 Microscopie &lectronigue

Les spécimens destiné&s & 1'observation ultrastructurale

t& récolt@s par centrifugation et les culots de cellules

m
m

ont

1tés

D

t

[O])

ont enrcbhbé&s dans 1l ‘agar pour étre subs&guemment £r

)]

comme des blocs de tissus (Reimarnn, 13880), Ces blocs ont &té
découpés en petits cubes et fix&s au glutaraldéhyde 2% dans
le tampon cacodylate 0,1 M & pH 7,00 pendant 2 heures a 4 C
puis lavés 3 fois 20 minutes dans le méme tampon. Ils ont
ensuite 8té post-fixés au t8troxyde d'osmium 1% dans le méme
tampon pendant une heure 38 la température de la pisce

(22 °C>. Apr@s un autre lavage de 20 minutes (dans le tampon)
les blacs de spécimens ont &té& dé&shydratés dans une série
d‘éthancl de 30Q, B0, 390 et 100% & raisaon de 15 minutes pour
chacunes des 3 premiéres concentrations et 3 Fois 20 minutes
pour 1°‘&thanol absplue. Par la suite, ils ont &té infiltré&s

dans une résine Spurr (Spurr, 1363) selon le protocole sui-

vant:

12



3:1 etOH-Spurr; 30 minutes
1:1 etOH-Spurr; 30 minutes
1:3 et0OH-Spurr; 30 minutes

100% Spurr; environ 16 heures

Les enrocbhages ont 8té€ polymérisés scus vide & 70 °C durant

une période de 8 heures.

- Des sections argent ont 8t réalis€es avec un coutsau de
diamant sur un ultramicrotome Reichert et mont&es sur des
grilles de cuivre de 200 cu 300 guvertures sans suppcrt des
formvar. Elles ont €t& colorées 8 1‘'acétate dfuranyl en so-
lution alcoolique pendant 20 minutes (Reimann, 13BC) et au
citrate de plomb pendant B minutes selon la méthode de Rey-
nolds (1863). Les cbservations cont &t& réalisées sur un

microscope €lectronique Phillips 201.

La fréguence d'apparition des inclusions intravacuclai-
res et leur nombre moyen par cellule ont t& détermings &
partir de l'gbhservation d'un minimum de 30 cellules par
gchantillon obtenu de sections provenant de 2 enraokbages
différents. Les interwvalles de confiance sur les frigusnces
d'apparition et les moyennes ont 8t& calculSes selon lss

formules de= Sherrer (13884).

2.% Abscrpticn atomigus

La concentration de cuivre (intracellulaire cu adscorhé

13
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la parci) chez S. guadricauda expos&e pendant 50 jours

-1
250 pg-l de cuivre et chez les t&moin a &t& déterminée par

[\

absorption atomique (Spectrophotomé&tre Perkin-Elmer A.A.

5000 du Laboratoire de Gé&cochimie analytique de 1'Eccle
Polytechnique de Montréal). Les &chantillons d'algues
avaient B8t& ré&coltés par centrifugation et déshydratés & 85O C

pendant 30 heures.

14
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VULGARIS (EXPERIENCES 1 ET 20
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3.1 Reésultats

3.1.1 Densité& cellulaire de S. quadricauda

Les courbes de croissance pour l'expérience 1 avec

S. guadricauda sont présentées & la figure 1. Le té&moin

pré&sente une trés faible augmentation au cours des premi2ress
24 heures suivie d'une croissance quasi-logarithmigque entre
les jours 1 et 4. Par la suite, entre les Jours 4 et 7,

1l ‘augmentation de la densité est sensiblement plus lente et

-1
la population atteint environ 3 x 10* cellules.ml au jour 7.

Les groupes expérimentaux de 25 st 50 ,ug'-l'1 suivent en
général un profil similaire 8 celui du témaoin sauf pour le
ballon de 50 ;_xg-l'1 gui montre une densité& relativement faible
au premier jour. A partir du jour 3, cas deux (Z2) groupes
expérimentaux semblent peu affect@s par le cuivre. Ils pré-
sentent méme des densités cellulaires significatvement
supérieures ™= 0,053 au témoin (v.g. jour 5 pour 25 et S0 ug.
I‘; jour 6 pour 25 pg-ld et jour 7 pour 2% et 5C pg-ldﬁ.

Les ballaons traités avec 100, 250, 500, 1,000 et 2,500 pg-f‘,
présentent une diminution de densité au cours des 12 et./ocu 2%
premi&res heures mais par la suite, la densité€ cellulszire des
guatre (4) premiers ballons se caract8rise par une augmen-
tation dont les profils présentent une grande similitude
entre eux. Cependant, cette augmentation sst suivie dune

décroissance (Jjours 4-8J qui est d'autant plus marguée et
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précoce que la concentration de cuivre est 8levés. Les
ballons traités avec 100 st 250 pg:lﬂse caractérisent &gale-
lement par des densités significativement supérieures &
celles du témoin (v.g. jour 5 pour 100 et 250 pg-ln et jour
6 pour 100 pg-1" ). Dans le ballon de 2,500 pg-1l" la densi-
t& cellulaire diminue légérement durant les 12 premiéres
heures mais augmente rapidement pour atteindre une valeur
maximale de 3 x 10° cellule'mld aprés 48 heures. Par la
suite, les fluctuations temporelles sont plutdt fFaibles

Jjusqu'd la Fin de l'expérience.

3.1.2 Ultrastructure de S. guadricauda.

Une colonie typique de S. quadricauda est Fformée de 4

cellules disposé&es en ligne et fermement accolées (Figure 23,
BDans certains cas la colaonie totalise B8 cellules. Aussi, elle
peut en contenir moins (2) ou plus (16 8 32 cellules); cepen-—

dant ces cas sont beaucoup plus rares.

Chacune des cellules posséde un chloroplaste (CH)Y unigue
gt volumineux, en forme de croissant et qui abrite un pyré-
noide (PY), lequel est entourg d‘un armneau damidcon (Al
(Figure 3). Le pyréncide n‘est pas traversé par des membranss
du thylakoide comme c'est le cas chez plusisurs autres Chlao-
rophycées. De plus, des masses d'amidon (A) et des glocbules
lipidiques sont souvent présents entre les thylakoldes

lesquels sont dispaosés par bandes de 4 8 7 unités. L 'ultra-
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structure du chloroplaste et celle du pyrénolde ont &ts&
décrit respectivement par Weier et al. (18B6) et par
Bisalputra et Weier, (1864). D'autre part, le nayau (N) ast
de fFforme plus cu moins réguliére et est toujours disposé & la
périphérie prés de la membrane plasmigue. Son nuclé&cla (MNU2
et la double membrane nucléaire sont &galement bien visibles.
Des masses de chromatine sont 8galement présentes dans le

nuclé&oplasme et accolées & la membrane nucl&aire interne.

Les mitochondries (M2 sont nombreuses, de petite taille
et pourvues de crétes peu développées (Figure 43. Elles
apparaissent de forme cvoide ou tré&s allong8e selon le plan
de coupe et sont distribuges uniformément dans le cytoplasme.
De 1 3 3 dictyosomes ont &t& observés lesguels sont composés
de & sacs aplatis gqui sont invariablement en 8troite associ-
aticon avec le noyau. Le réticulum endoplasmique a &t& rars-
ment observ& chez les cellules en interphase mais il se
présente comme une double membrane originant de la membrans
nucl2aire externe. La paroi cellulaire est formée de 3
couches; une couche interne (CC) qui est cellulosigque et
Epaisse, une couche intermé&diaire qui est mince, trilaminaire
et caractérisée par 2 bandes denses aux Electrons de part =t
d*autre d‘'une bande clair et d‘'une couche externe (CP} gui
est pectique et ornementée de petites excraoissances ainsi
gue de 4 grandes Bpines aux extré&mités de la colonie (Figu-
res 4 et 5). Cette derni&re couche englohe d‘ailleurs touts

la colonie (figure 2) alors que l'adhésion entre les cellules
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Figure

Figure

Figure

Figure

Micrographie d'une colonie témoin de
S. guadricauda. 7,000 X

Téte de flé&che: couche pectigue

Micrographie dune cellule tEmoin de
S. gquadricauda. 13,700 X

Grosse téte de fleche: couche pectigue
Fetite téte de fléche: mitochondrie

Micrographise de la paroi cellulaire d'une cellule
tEémoin de S. quadricauda. B5,000 X

Fl&che: membrane plasmigue
Tete de fléche: couche trilaminaire

Micrographie de 1 ‘adhé&sion des parois cellulairas
de 2 cellules témoin de 5. quadricauda.
65,000 X

Micrographie d‘une1cellule de S. gquadricauda
expos8&e & 500 pg-l de cuivre.
13,700 X

Tétes de fléche: inclusions

Abréviations : A : amidon

CC : couche cellulcsigque
CP : couche pectique
CH : chloroplaste

M : mitochondrie
N : noyau
NU : nucléole

PY : pyrénoide
U : vacuole






se Fait au niveaw de la cowuchs trilaminaire (Figure 5.

L ultrastructure de la parci celliulaire a 8t& décrite en
détail par Stashelin et Pickett-Heaps (18752, Enfin, ls
cellule présente généralement une ou plusieurs vacuolss (V)
pouvant contenir 8 1l occasion une ou plusieurs inclusions
denses aux &lectrons. Les vacucles sont plus &videntes en
coupe longitudinale &tant souvent situBes aux extrémités ds
la ;ellule gui est de forme allongée.

Les cellules exposées 8 des concentrations de culvre
variant entre 25 et 2,500 pg-1” ont développ& de facgon
générale de grosses inclusions denses aux Electrons situéss
dans une ou plusieurs vacuoles (figure B3, Ces inclusions
sont surtout de Forme circulsire 2t préssntent des zornes
claires. Chez certaines cellules, les inclusions ss carac-—
térisent par un contour irrégulier ou deg Forme rectar-
gulaire. D'aprés nos cbservations,'ces inclusions se Forment
par la coalescence d'un mati@riel Finemsnt granulairs gui

-

semble provenir directement du cytoplasme environnant o

"

igure

73,

De plus, la présence d'une substance agglutinés obsesrvée
gntre le tonoplaste st les inclusions (figure B) semble é&tre
Justement impligquEe dans la Formation des inclusions. Nous
notons de nombreuses petites vacuoles contenant du matériel
dense aux 8lectrons (Ffigure 8J =t la fusion de certairss
dientre elless apparait évidente. Chez les cellules té&moins la

présence de tels granules sst B2galement observés mais & un
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Figure 7 : Micrographie de la formation diinclusicons chsz
S. guadricauda expos&e 3 50 pg-17 de
cuivre. 13,000 X
Fléche: inclusion sn formation
Téte de Fl8che: mat2risl finesment granulasirs gui
semble provenir directement du cytoplasme snvi-
ronnant

Figure B : Micrographise de la formation diinclusions
chez 5. quadricauda expos&e 3 1,000 ug-17
de cuivre. 18,000 X
Tétes de Fléche: noitez la substance agglutings
entre le tonoplaste (membrane de la vacuolel st
les inclusions

Figure 8 : Micrographie d'une cellule de S. quadricauda
exposée 3 1,000 pg-17 de cuivre.
10,000 X

Tétes de Fli8chs: notez la Ffusion des vacuolss

Figure 10 : Micrographie diune cellule solitaire de
S. guadricauda expos@s & 1,000 ug-1" de
cuivre. 10,000 X

fibréviations : CH : chloroplaste

CP : couche pectigus
0 : dictycsome
N : noyau

PY : pur@noide
U vacugle






degré besaucoup moindre.

Lorsque les cellules sont scumises 8 des concentrations
de 500 &8 2,500 pg«ld, il ¢ & unes désorganisation des colonies
gt conséguemment 1lapparition de nombreuses cellules solitai-
res. La couche pectigue gui englcobe la colonie se brise par-—
tigllement st se reforme ensuite chez las celliulss individu-~
elles (figure 102. Il est int8ressant de mentionner gue
cette dislocation entraine une augmentation de la surface
cellulaire exposé&e au milieu envirgnnant. Enfin, certaines
cellules présentent des corps membranaires en formaticn cu

dans une vacuole mais ces observations sont cependant rares.

La détermination de la Eréquence diapparition st du
nombre moyen d'inclusions par cellules montre une grands
divergence sntre les ballons traités st le ballon témoin (Fi-
gure 11). Chez les cellules t&moins, la fréguence d'appari-
tion sst de l'ordre de 24 % alors gufelles varie entre EC =t
87 % pour les cellules exposées au culvre. Tous les groupss
expérimentaux sont significativement différents du témoin
=0 0%), Quant au nombre moyen d'inclusions par celluls, il
n‘est que de C,3 pour le t8moin tandis gqu'il augmente pro-
gressivement avec la teneur en culvre et atteint urne valeur
aussi 8leviée gque 4,44 lorsgue la concentration de cuilvre sst
de 2,500 ;.xg»l'1 . Le coefficient de corré&lation (rJ sst de

0,87 &= (§,05). Nous avons aussi constaté& gue le nombre moysn
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d'inclusions par cellule n'est pas significativement
diffé&rent entre les trois (32 ballons trait@s avec 25, 50

et 100 pg-f’ de cuivre et il en est de méme pour les guatrs
(4) ballons traitss avec 250, 500, 1,000 et 2,500 ug.1.
Cependant, ces deux (2) groupes sont significativement

différents entre sux.

Le cuivre ne sembhle pas avoir d'effets margquants sur
l'ultrastructure du chloroplaste, du pyréncide, du noyau, des

mitochondries st des dictyosomss.

3.1.3 Densité& cellulaire de L. vulgaris

La figure 12 illustre l1'influence du cuilvre sur les
variations temporelles de la densit& cellulasire de

€. vulgaris lors de l'expérience 2. Le ballcn témoin se

caractérise par une croissance lagarithmique trés rapide =t
atteint une densité cellulaire de 3,3 x 10" celluiBSomi‘aprés
7 Jjours de culture. Pgur le groupe sxp&rimental de 25 pg-fj
nous observons une phase de latence au cours des premiéres 12
heures; par la suite la croissance de la population est dans
1l 'ensemble aussi importante gue celle du témoin. Cepsndant,

la densité cellulsire aprés 6 et 7 Jjours est significat

t —
S

[

ment plus fFaible &= 0,057 comme le démontre les intervalles
de confiances (annexe 2. Chez la population exposées &8 50 pg.

«¥
1 de cuivre, la croissance est faible au cours des premi

}4 "
[u]
n]
4]
4]

24 heurss =t augmente par la suite jusgu'd la fin de 1 'expé-



-~

DENSITE CELLULAIRE

trdodddodd

i

Lob il 1

'y

sl

(NbeMLT)
603

0
wn

P4 llll‘

i

25 g/l 1 eeeeesese—
50 It} : e < s . o e
N R ——

o)
b

T Y

Figure 12

] i i ¥ i H

2 3 4 5 S 7
TEMPS (Jours)

— -

Variations tempcrelles de la densitd c=llulaire
de Chlorella vulgaris &8 différentes concentrations
‘de cuivre (expérisnce 2)J.




rience ol la demsitd cellulaire atteint 1,8 X 107 cellulss.
mff ce gul est presgue deux fois moins gue pa&r le té&mpin.
Avec 100 ,ug-l'1 de cuivre, la croissance est relativement
Faible durant les trois (3} premiers Jjours puls sugmentes
rapidement jusgu'au jour 5 ol slle atteint 65,8 x lOﬁcelluies-
mf1et demegure stable Jjusgufauw Jour 7. Dans lss ballons
traités avec des concentrations de 250, 500, 1,000 et 2,500

01 I o~ 3
pg-1 de cuivre, les taux de croissance sont tré&s Faibles et

-4
dans certains cas (v.g. ballons de 1,000 =t 2,300 pg-1 de
cuivrel, la croissance est pratiguement nulle. Les densités

sont dfautant plus faibles que la concentrations sn culvre

est &levée.
3.1.4 Ultrastructure de C. vulgaris.

C. vulgaris est une cellule de forme sphiérique et
contenant un gros chloroplaste (CH)Y sn forme de croissant,
(Figure 133. Ce dernier renferme un pyrénoide (PY) entours
par une anneau d‘amidon et travers& par une membrans de
thylakoide. Le chloroplaste occupe environ les deux tiers du
volume cellulaire st 1l ne laisse qu'ung mince couches des
cutoplasme sntre sa double membrane 2t la membrane plasmigues.

Le noyaw est situB towjogurs 8 la périphérie de la cellule

chromatine ainsi guiun nucléogle (NU)Y diffus. Less mitcchon-
dries apparaissent de taille et de forme variasbles st

pré&sentent une matrice dense et des crétes disperss8es.
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Un seul dictyosome (D) Fut observEé et i1 est compos& de S 3 6

sacs aplatis en 8troite association avec le noyau.

D'autre part, la paroi cellulasire de C., vulgaris n=

possdde pas de couche trilaminaire comme c'est le cas chez

La cellule de C. vulgaris présente &galement une ocu plusieurs
vacuclses pouvant contenir une grosse inclusion dense aux
éiectrcns, Enfin, nous observons parfois de petites inclu-
sions distribuges dans le cytoplasme et dans le noyau de méme

ue des corps membranaires mals de Fegon épiscdigue.
&

Chez les cellules exposBes 3 des concentrations de cui-
vre supérisures 8 50 ug-lﬂ, les manifestatations les plus
gvidentes de l'intoxication par 1'ion mé&tallique sont les
perturbations osmotiques associées aux alt8@rations membra-

naires. Nous observons en effet une ré&traction du cytoplasme

-1

& 50 st 100 pg-l (figures 14-15) alors gu'd partir de

3

250 pg'ld, (Figure 1B) la destruction cellulairse sst Evidents

14

et nous enregistrons des bris de membranes et 1l 'accumuls

41
fois

on
d'amidon (A) chez les cellules dB8générées. (Chez guslguss

o — .t Poed
cellules exposées 3 25 st 50 pyg.l nous avons remargud gue les

mitochondries sont gonflées (figure 172 et certaines d'sntre

N
‘,.J .

elles présentent des crétes anormales ou spiralées (Figure

-1
100 ug+l nous

3

{1
]

182, lLorsque la concentration de cuivrs sst

=

notons d'une part, l'apparition dune couche similaire 8 la

parol cellulaire st situge 8 1l'extérisure de cette derniére
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Figure 13

Figure 14

Figurs 15

Figure 18

Abréviations

Micrographie d'uns celluls tS8moin ds

C. vulgaris. 18,000 X

Brosse téte de Fliéche: thylskoide traversant ls
pyrénoide

Petite téte de Fléche: corps membranairs

Tétes de fléche: rétraction de la cellules causés
par des perturbations osmotigues

o

Micrographie 8 fort grossissemsnt dune cellule
de C. vulgaris expos@es 3 100 ug-1l" de

cuivre, 43,800 X

Fléche: memhrane plasmigue

Téte de fleche: tonoplaste

Notez l'é@vidence de problémes osmotigues au
niveau de la vacuole

amidon
chloroplaste
dictuosoms
lipide
mitochondrie
noyatl
nucléols
paroil
pyrénoide
vacuole
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(Figure 18) et d'autre part, l‘augmentation des masses

d'amidon dans le chloroplaste.

Par ailleurs, nous obsesrvons chez les cellules des corps
membranaires (CM) mais leur présence sst un peu plus frégusn-
te chez les cellules exposées au cuivre. En général, ces
structures se retrouvent dans une vacuole (figure 20) ou
asspociss au tonoplaste (Figure 212; dans certains cas, selles
ont 8t& ohservées dans le cytoplasme et semblaient asscciées
aux mitochondries (Figure 227 alors gque dautres obhservations
suggérent qu'elles dérivent directement du tonoplaste (figu-
re 23). lLa fréguences d'apparition de ces structurss sst

dianviron 1,3 % pour les cellules t&moins alors que pour les
-7 . . s

groupes de 25, S0 et 100 pg-l de cuivre, elle varie entre

3 et 6,8 %. Ces faibles probabilités d'appariticons ne per-—

mettent cependant pas de d8terminer si les différences sont

significatives.

Aussi, nous remarquons gque la fréquence d'apparition des
inclusions denses aux 8lectrons st lsur nombre moysn par
cellule augmentent lBgérement avec la concentration en cuivre
(Figure 24J; mais les différences ne sont pas significatives
sauf pour la fréguence d'apparition avec 100 pg»f‘iv.g. 5%

pour le tBmoin et 41% avec 100 pg-10.

Le culvre ne présente pas d'effet &vidaent sur 1l'ultra-

structure du chloroplaste, du pyrénoide, du noysu st des



Figure 17

Figure 18

Figure 18

Figure 20

Figure 21

Figure 22

Figure 23

Abréviationrs

Micrographie d°f une mitochondrie de C. vulgaris

expos&e 8 50 pg.l ‘de cuivre. 28,000 X

Micrographie d°f une mitochondris de C. vulgaris
exposée 8§ 50 pg. 17 de cuivre. 43, 500 X

Micrographie de la paroi celiu?alre de

C. vulgaris exposée 38 100 ug- 1"de cuivre.
28,500 X

Téte de Fléche: notez l'accumulation de
substance & 1°exté8rieur de la parci cellulaire

Micrographie d'un corps membrana;re chez

C. vulgaris exposée & 50 pg- 1"de cuivre.
18,000 X

Micrographis d'un corps membraqaire chez
C. vulgaris expos&e 8§ 100 pg-1" de cuivre.

13,000 X

Micrographie d'un corps wembraﬂa r2 chez

2
Ve .

C. vulgaris exposé&e & 50 ug- .17 de Culis
28,000 X
Téte de Flache: notez 1'8troit contact sntrs 1=

corps membranaire et la mitochondrie

Py
o I

Micrographie d'un corps membranaicrs gul apparalt

en formation chez C. wvulgaris esxposés 8

100 pg-17 de cuivre. 885300 X

& : amidon
CH : chloroplaste
CM . corps membranairs
I . inclusion

M : mitochondris

N : noyau

P : paroi

PY : pyréncide
YV . vacucle

E
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Figure 24 : Frégquence d'apparition et nombre moyen d‘in-
clusions intravacuolaires chez Chlorells
vulgaris & différentes concentrations de cuivre.



3.2 Discussign

L'action inhibitrice du cuilvre sur la croissance des
algues phytoplanctonigues a 2té abondamment 8tudise et des
concentrations aussi faibles que 1 8 5 pg-f‘ s2 sort averss
capables de produire des effets né&fastes chez Chlcrella

puyrencidosa (Steeman—-Mielsen st Kamp-Nielsern, 1870J.

Cependant, le degré de sensibilité des diffé&rentes sspsces

particuliérement ré&sistantes. Les prissnts rEsultats

démontrent gue la souche utilisg&s de 5. gquadricauda est Lrds

tolérante au cuivre. En effet, & une concentraticn de 1,200
S ] . . .

pg -l de cuivre, la croissanrnce st sncore relativement

impecrtante et & une concentration aussi Elevés que 2,580 pg-l

de cuivre ncus cbsesrvons méme une legére augmentaticn ds Lz

d'autres complexants corganigues ce gul asugmente 4

0

l'acticon tcxigue du culvre comms 1

Dfautre part, L. wvulgaris est beauccup plus sensibls
. . -— ~ -1
gue S, guadricauda. A une concentration des 250 pg-l la
- -1
crcissance de [, wvulgaris est nulle asalcrs qu'é 100 pg-l 1=
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remarqucns gue la densité cellulaire diminue brusguement au
cours des 24 premiéres hesurss, suivie d'une pé&ricde d=2
croissance et d'une seccﬁde inhikbition dfautant plus préccce
et importants gue la concentraticn en cuivre st Elevés

l'action du cuivre se

(figure 1. Pour C. vulg
manifeste plutdt par une prolongement de la phase de laterce.
D'ailleurs, Albertanc et al. (13980J et Albertanc st Taddeil

(18812 ont é&galement ohserveé des types de réponses analcocguss

M

et en ont identifid&s trois (3) en relaticon avec les diff
rents ions métallicques et 1l importance de 1l'incculum d=
départ. Les profils de croissance cbtenus pour C. vulgaris
correspondent tupigquement 8 ceux obtenus par ces autesurs

tandis gque ce n'est cependant pas le cas pour S. guadri-

cauda.

3t

Sur le plan ultrastructural, l'intoxication gpar iss i1gns

métalligques fut wvisualise 38 plusieurs reprises par divers

types 4d'inclusions dans le noyau (Silverberg et al., L2752,

darns les mitocchorndriss (Silverkberg, 137813, dans les vacuciss
o v

(Silverberg, 1375., Baniel et Chamberlain, 1881 cu sncors

iy

spus Forme de dépét dans la parci cellulaire (Silverberg,

s

13752, La micreanalyse au rayon X a Bgalemernt permis
d'identifier de fortes corncentraticns en phosghats dans cs=s
granules et d'y assccier ls pré@sances d= calcium =2t de cer-

m
[

2irs 8l&ments traces dont le cuivre (Daniel st Chambe im

Ts

)

r-n
3

=
ne

(1)

185812, dans les inclusions, les phosphates scnt scus for

(0

poclyphosghates, €léments constitutifs de plusisurs microcrga-
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nismes, notamment les algues phytogplanctoniques.

Les polyphosphates joueraiesnt un réle dans le maintien de

n

1 ‘homéostasie sn 8tant des régulateurs des concentraticn

m
0
¢t

intracellulaires en ATP st ADP, en pyro et orthopghosphat

-

de certains nucl&osides polyphosphatés (Kualev, 1875). Selcn

o

Harold (136623, un des effets du cuilvre serait de provoguer un
déséquilibre des processus d'assimilation des £lé&ments
nutritifs résultant en une accumulation de polyphaosphate.

Les inclusions que nous avons cbservées chez S. guadricauds
sont similaires aux corps de polyphosphate identifiés chaez
d'autres organismes (Harold, 1866; Docnan =2t al., 1387S;
Adamec et Peverly, 18733. La structure chimigue de ces

3 R PR
ralscr ou

]

inclusicns offrirait des sites convenables pour la
cuivre gt aucune réacticn métabelique spé&cifigue visant au
retrait de forte concentration n icons mé&talligues du

cytocplasme ne serait impliguée.
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ans le cytoplasme

poids moléculaire liant spécifiquement le cuivre. Ils ont
Egalement d8monirg& gue la ceoncentraticn de cette gpgroctéine
augmente =n fonction de la concentration en cuivrs du milisu

de culture. Nakajima =2t al. (13772, rapportent l=z méme type

de prot8ine chez Chlorella regularis alors gque Cloutizsr-
Mantha et Brown, (13B0) suggsSrent 1 'implicaticn d'une mé&tal-
lothiong&ine comme agent de dé&toxification des ions m8talli-

gues chez Skesletonema costatum.




Les présents résultats montrent un lien tres net entrs
l*augmentation de la concentraticn en cuivre et la présence

d'inclusions denses aux Electrons chez S. guadricauda (Fi

112. Compte tenu des &tudes cit@es plus haut =t de la
tolérance de S. gquadricauda, on peut suggérer que ces
inclusions impligquent la présence de cuivre et de polyphos-
phates et gqu'elles soient directement impliquées dans la

tolérance en offrant de nombreux sites de liaisorns aux ions

cuivrigques. Nos résultats ne nous permettent pas ds spécul

W

T

sur l'implication des mé&tallcthioné&ines dans 1la tol3ranc

(A
(1]

culivre.

De plus, les vacucles apparaissesnt comme un sit=

privilégié de détoxification chez cette sspéce. En effet, lss

substances quli y scnt immobilisées sous forme insclible re
scnt pas dispeonibles pour des sites mEtaboliguement actifs.
Nos résultats montrent Sgalement gque le matérisl impligus

cdans la formaticn des inclusions semble dérivé

cytoplasme et gqu ‘i

oot
{0

sg pré@sente scus forme d= F

tés. Cependanrnt, il faut mentionner gque Daniel st Chambherlain

-~k

(18812 ont cbservé de petits granules assccis aux memizrans

¥

chez la diatom&e Amphe

et ces auteurs suggérsnt gue

les inclusiorns se forment 8 partir de structurass m
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ballon traité avec 25 pg-f: de méme qu‘entre les ballonrs
traités respectivement avec 100 et 25C pg-ld,le nombre

d‘inclusions augmente de fagon nette alors qu'entre ceux ds

pry

~1 , . - - .
25 et 100 pg-l de cuivre, les différences sont plutét faibles

de méme qu'entre ceux de 250 et 1,500 pg‘ld. Ce type de
réponse réfléte possiblement 1l'existence de concentraticns
"seuils” auxquelles les processus physiolecgiques ayarnt ilieu
au niveau membranaire sgnt modifiés de Facon rapide.
D'ailleurs, il est bien connu gue 1'un des premiers siites
d'action des ions métalliques est la membrane plasmigue
(Passow gt al., 1361) et gque le cuivre agit de fagor marguée
sur la perm£abilité membranaire des algues unicellulsires
(Riisgard =t al., 13880. Riisgard, 1873., Overrsll, 137%!.
d'autre part, il est possible que la formation d'inclusicns
nécessite une demande accrue en é&rergie, ce qui pourrait
expliquer en partie la reéduction de la craissance.

Il est intéresssant de mentiomner gue Silwverberg st zl1.,
L1376) rapportent la présence de complexes intranucléaires
chez une scuche de S. guadricauda tclé&rante au cuivrs.

Aucune cbservation du genre ne fut possible au ccurs de la

présente expérience.

Par zsillsurs, la dislccation des coloniss gqui Fut ohser-
- - . . — . ~ -1
vEe & des ccrcentrations supérieures 8 500 pg.l1 de cuivre
appule la thése selon laguelle les cuivre provogque un dEssS-

gquilibre des processus nutritifs. En effet, Shubert st



Trainor (18574) ont démontré que la pr8sence de csllul

0

s
splitaires chez les populations naturelles est assccig&s &8 une

dépléticn du milieu en 8lé8ments nutritifs.

Chez C. vulgaris les observations ultrastructurales sont
sensiblement différentes et les dommages aux structurss
cellulaires sont beaucoup plus &vidents que chez

S. guadricauda. Les perturbations osmotiques associ&ss aux

dommages membranaires de méme que la présence dforganitss
gonflées ont €t& rapportées 38 quelgues reprisss dans la

littérature st ngtamment par Smith (18832, Drautre parit, d=

0

mitochondries présentant des crétes anormales ou spiralées

ont 8t& opbservés par Keyhani (13732 et Silverberg (13762

Mecs ohservaticns &8 ce sujet sont donc en accord avec cellas
effectuées par ces auteurs. Il est fort probabkle gu= 1'acii-
vitg& respiratoire soit réduite chez less mitochondries

présentant des anomalies structurales. Effectivement, il =st

-
1

1'intégrité structurale de cet organite st
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l'interprétation de ce résultat.

On rctz par ailleurs gque les inclusions dernsss auw Elsc—
trons augmentent fFeiblement avec la concerntration =n cuiwvre

(Figures 243. Compte tenu de la sensibilitd de C. wvulgaris, c=

mécanisme ne semble pas jouer un rale déterminant de détaoxi-
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fication comme c'est le cas chez S. guadricauda. En bref,

caractéristiques d'une souche tolérante. D'ailleurs, Foster
(18773 rapporte chez une souche de C. vulgaris isoclée de la
rivigre Hayle (Angleterre) qui est contamingée par le cuivre
(120 pg-ld), une capacitée ﬁe croissance 8 une concentration
de 1,000 pg-ld. 11 a 8té également dé&montré que cette scuche
possé&de un mécanisme d‘exclusion du cuivre. De méme, Ben-

Bassat et Mayer (13975, 138773 ont démontré que C. pyrencglidgsa

peut volatiliser le mercure en produisant et en excré&tant
dans san envircnnement, un facteur réducteur gui transfocrme
le HgCl,en mercure Elémentaire qui est alors &liminer dans
l'atmosphé&re. DeFilippis et Pallaghy (138783 rapportent la
méme genre d‘cbservation et également avec Chlorslla sp. Nos
résultats portent 8 croire que les inclusions pourraient étre
impligu&es 3 un certain degré dans la détoxification mais il
s'agirait d'un mécanisme secondaire par rapport 8 1l'exclu-
sion. De méme, la sensibilité de cette espéce lors de ncs
expérisnces suggére gue le cuivre ne censtituse pas un facteur
de stress important dans la rivigre Saguenay. En eff=t, selon
Stokes et al. (13873) une s&lection de souche tolé&rante
s'effectue dans les milieux agquatiques contaminés par les
métaux traces. A cet effet, il est impcrtant de mentionner
gque les fortes concentraticns de matiére particulaire st
dissoute dans ie Fjord du Saguenay affre un grand pouvoir de

complexation et conséquemment de détoxification (Sunby et
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Loring, 18782. Il faut &galsment mentionner que le plus
grand rapport surface/volume chez L. vulgaris, de méme gqu'un
pH plus 8levé dans le milieu de culture ont pu contribuer

d une plus grande toxicit& du cuivre chez C. vulgaris par

rapport 8 S. quadricauda. En effet, pour des densit&s cellu-

laires é&gales, la guantité de cuivre disponible par unitég
de volume cellulaire est plus grande chez C. vulgaris gue

chez S. quadricauda. De plus, & pH 7,00 (C, wvulgaris) il y

—

a moihs de calcium dissout qu‘d8 pH 6,80 (5. quat

.Caudad
donc moins de possibilités de déplacer le cuivre 8 la

surface des membranes que chez S. guadricauda. Ces inter-

actions au niveau membranaire ont 8té &tudig& par Camphell

et Stokes (18B8%) et Harrisson et al., (1886).

D'autre part, nous cbservons une augmentaticn de la
Fréquence d'apparition des corps membranaires chez les
cellules exposées au cuivre. Ces structures se retrouvent
généralement dans une vacucle mais nous en avons gbszrvées
guelques unes dans le cytoplasme. Dans certains cas, ces
structures semblaient associges aux mitochondries. I1 est
intéressant de mentionner que Sicko-Goad et Stoermer (1873
rapportent gue 1 ‘'augmentation des corps membranair=ss est

corrélée 38 un gonflement et @8 une diminution du nombre de

mitochondries chez Diatoma tenue exposée au plomb, Cependanrt,

d"autres observations suggérent que le tonoplaste est direc-
tement impligqué dans la formation des corps membranairss

(Figure 23).
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En résumé, le cuivre exerce un effat trés net sur les

au cuivre st la formation dfinclusions dans les vacuoless sst

corré&lée 8 la concentration en cuivre ce guil indigque tres

part, la souche de Chlgorella isol&e de la riviére Saguenay
présente une sensibilité relativement &levée au cuivre,
lagquelle se manifeste par des perturbations ocsmotiques et des
altérations membranaires. Cependant, la formaticn d'inclu-

sions y est présente 38 un degré& moindre et pourrait, dans

une certaine mesure, étre impliquée dans la détoxification.



CHAPITRE IV

EFFETS D'UNE EXPOSITION A LONG TERME AU CUIURE SUR L'ULTRA-

STRUCT

RE DE SCENEDESMUS QUADRICAUDA

(EXPERIENCE 3)
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4.1 Résultats

4.1.1 Courbes de croissance

L*analyse des courbes de croissance de 5. guadricacda

(expérience 3) illustrées & la figure 25 nous révéle que le
groupe témoin présente une l8gé&re augmentation au cours des
dix premiers Jjours et ce, malgr& un taux de dilution de 0,5,
Par la suite, la densitg& cellulaire conna;t quelques
Fluctuations gquotidiennes jusqu'd la fin de 1°*exp&rience mais
la densité& aprés 50 jours est supérisure 8 celle cbservEe au
début. Pour le groupe expérimental exposgé & 250 pg'ldde
cuivre, le taux de croissance comnait une diminuticn brusgue
au cours des B premiers Jjours suivie d'une péricde de
Fluctuations (jours 8-15) trés marquées. Durant la périnde
comprise entre les jours Z22-28, la densité cellulaire aug-
mente de fFagon trés marguée et atteint un niveau comparable
au témoin. Le taux de croissance s‘est donc avéré supé&rieur
au té&mocin au cours de cette péricde. Enfin, sntre les jours
28 et 50, la croissance augmente légérement au début puis se
stabilise au méme niveau gque le t&moin. Entre les jours 18 =t
22, le taux de dilution fFut ralenti & 0,285 ce qui expligus en
bonne partie 1‘augmentation de la populaticn entre les jcocurs
10 et 22. Cependant, &8 partir du Jjour 22 le taux de dilution

est identique au témoin.

I1 faut noter que les fluctuations guctidiennes de der-

sitg& cellulaire pour le té&moin et le groupe expérimental



@)

-~

DENSITE CELLULAIRE
(NbeMLT)

OA

s 3 1901t

10

Figure 25

1

TEMOIN
250 pgll : --=-—=-=--

T'—"'IUIIIl‘T‘I‘[lllI'llll'l‘rlll'(llll'l‘ll'l'lll‘l

5 10 15 20. 25 30 35 40 45
TEMPS (Jours)

Variations temporelles de la densité cellulaire de Scenedesmus

guadricauda exposée & 250 pg-l"de cuivre (expérience 3).

50



peuvent &tre reliées en partie & des pruoblémes d‘adhésion des
cellules aux parois de verre des ballcons de culture cu 8 la
congestion des tubulures permettant la sortie de milieu de

culture et de cellules.

4.1.2

Modifications ultrastructurales

Aprés une exposition de 1,5 st 3 heures & une concen-

modifications ultrastructurales marquées. MNous cbhservans una
rétraction importante du chloroplaste gqui tend 8 former des
lobes qui se d&tachent de la structure principale (figurse

26)., Le chloroplaste apparait alors fragmenté& en plusiesurs

-

sous—unités dont la matrice sst diffuse et il devient impos-
sible de distinguer les bandes des thylakoldes. D'autre part,
le cytoplasme prend Sgalement un aspect diffus: les mito-
chonderies deviennent indistinctes et un cas unigque d'in-
clusions denses aux £lectrons fut observe én association

avec le pyrénoide (figure 27). Les cellules présentent aussi
une disscciation entre le chloroplaste et le cytoplasme
environnant, de méme gque des bris de la parci cellulaire.
Aprés 3, 6 et 12 heures d'expositicon & 250 pg-lﬂde culvre,
les effets sont encore plus marguées et plusieurs cellules
apparaisseﬁt dans un 8tat de dEgénérescence avancée (Figurs

28). Nous remarquons également une dissociaticn importante

45



Figure 2E

Figure 27

aprds 3 heures d'exposition & 250 pg-.l1l7!
de cuivre. 10,000 X

Micrographie d‘une inclusion associée au pyrénolil-
de chez une cellule de S. guadricauda

aprés 3 heures d'exposition & 250 pg-1'de cuivre.
13,000 X

Tétes de fléche: inclusions associEes au pyre-
noide

Figure 28 Micrographie d'une cellule de S. guadricauda
aprés B heures d‘exposition & 250 pg-17"
de cuivre. 7,000 X

Figure 293 Micrographie d'une cellule de S. quadricauda
aprés S jours d'exposition 3 250 pg. 17"
de cuivre. 10,000 X

Ahréviations : A : amidon

CH : chloroplaste
0 : dictyosome

L : lipide
N : noyau

NU : nucléole
P : paroi

PY : pyré&noide






gntre le cytoplasme et la paroci cellulsirs, st sntre

=3
ped

oy

chloroplaste 2t le cytoplasme. Nouwus observons des bris ds las
paroi cellulaire et piusieurs cellules deviennent splitairss.
e plus, gquelgues cellules pré&sentent des noyaux trés
dé&formés. Aprés c4 heurss, les mémes effets sont enregistrés
mais 8 un degré moindre et sont associs 8 un début d'accu-
mulation damidon st de lipides ainsi qu'd un Spaississement
de la paroci cellulaire. Aprés 2 st 3 Jours, =t entre la
péripde 3~10 jours, il y a une accumulation trés importante
d'amidon et de lipide laguelle masgue presque totalement les
différentes structures cellulaires (fFigure 238). Ourant cetts
p8ricde, nous constatons galement que les inclusions intra-
vacunlaires sont trés abondantss st slles se distribusnt
gntre les masses d'amidon st les globules de lipide (Figure

302.

Par ailleurs, aprés 10 jours d'exposition nous cbssrvons

fod

L i}

un fFort Epaississement de la parci cellulaire (Figure 31

®

m

Dans cartains cas, plusieurs cellules sont binucléss (Figur
322 tandis que d'auvtres se caracti8risent par de petites
inclusions dans le noyau st le cytoplasme (Figure 337,

La frégquence dfapparition des inclusions intravacuclaires
gui sont distribuZes entre les masses dfamidon st las globu-
les de lipide est significativement supérieure =0 052

au témoin pour les temps 72 heures, 5 jours et 15 jours

alors que leur nombre moyen par cellule 1l'est &galement pour

les temps 72 hsurss =2t 5, 10 et 15 jours (Figurs 347,
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Figurs

Figure

Abréviations

30

31

33

Micrographie d'une cellule de §. guadricauda
aprds 72 hesures d'exposition & 250 pg. .17
de cuivre. 7,000 X

Micrographie d'une cellule de S§. guadricauda
aprés 10 Jjours d'exposition 8 250 pg. 1™t
de cuivre., 10,000 X

Migrographie d'une cellule hinuclée de
guadricauda aprés S Jjours diexposition
250 pg 1" de cuivre. 7,000 X

S.
3

Micrographie d'un noyau prEsentant des inclusion
chez S. quadricaudas aprés S jours d'exposition

g 250-pg-1"' de cuivre. 43,500 X
Tétes de Fléche: inclusions

a amidon
I inclusion
L : lipide
N o noyay
NU @ nuclécle
P

paroi
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La Fformation des inclusions se proeodult donc massivement

entre 48 st 72 heures. Aprés une périnde de 15 Jjours, lses

cellules conservent sensiblement le méme aspect mais & un
degré moindre tandis gu'aprés 22 jours disxposifion nous

ohservons un changement margud®. Les réserves d'amidon =t de

lipides disparaissent en grande partie et las parol cellu-

laire redevient beaucoup plus mince (Figure 3%). lLes crga-—

nelles deviennent alors plus visibles mais le contour des

cellules est souvent irrégulier. A partir de 32 jours

d'exposition, les réserves d‘amidon et de lipides diminuent

encore; les structures cellulaires deviennent tré&s nettes et

les cellules présantent aussi des formes plus ocu moins

réguligéres par rapport au témoin. De plus, le r8ticulum

endoplasmigque devient visible chez un plus grand nombre de

celluless. Enfin, aprés 50 jours d'exposition & ure concen-

. -4 . - s .
tration de 250 pg-1 de cuivre, le réticulum endoplasmigque sst

apparent chez la majorité des cellules; aussi de nombreux

ribosomes sont visibles st le cytoplasme prend un aspect brSs

granulaire {(figure 373,

Les cellulss tE8moins gue nous avons observeéses aux Lemps

72 heurss, 15, 32

et aprés 5,
n‘ont montré sucune variation

turs.

A partir dfaligquotes prélevés au temps S0 jours,

avons déterming par abhsorption atomique la concentrati

et 50 jours d'exposition

notable dans leur ultrastruc-

TMouUs

8]

n on
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Figure 35

Figure 3B :

Figure 37

Shréviations

i
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r
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apr8s 22 Jjours d'exposition & 280 pg.17!
de cuilvre. 13,700 X

Micrographie dune cellule de S. guadricauds
aprés S0 jours d'exposition & 250 pg-17?
de cuivre. 10,000 X

Micrographie du cuytoplasme et du réticulum endo-
plasmique de S. guadricauda aprés 50 jours

d'exposition & 250 pg.17t de cuivre.
28,500 X

Tétes de Fléchs: notez ls réticulum sndoplasmigus
et les ribosomes gquil y sont attachés. Ls cyto-
plasme contient &galesment de nombreux ribosomes,

& amidon

CH chloroplaste
M mitochondrie
M noyau
P paroi

PY purénoide
U vacuole
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cuivre pour le témoin st le groupe expé@rimental. L analyse
révEle une concentraticn de B.2 fg (Femtogramme) de cuivre
par cellule pour le t&moin et de 141 fg de cuivre par c=llule
pour le groupe expérimental. Le facteur de bioaccumulation
est donc de 17,2. 11 faut noter gque le cuivre dosé est

intracellulaire ou adsorb& &8 la paroi de la cellule.

4.2 Discussion

L‘'adaptaticn des algues unicellulaires 8 des altérations
de leur envircnnement peut s'expliguer par des ajustements
phusioclogigues contrélé&s et orientés vers l‘optimisation du
taux de croissance (Shuter, 1373: Hochachka et Somerc, 1373).
Ces modifications du m8tabolisme se& traduisent souvent par
des changements de la composition chimigque de la cellule
comme il a &tg& démontré entre autre par Li (13792, Il est
intéressant de noter gque Shuter (13732, propose un modéle
d‘adaptaticon physiclogique chez les algues unicellulaires,
modéle basé sur la distribution différentielle du carbons en
4 compartiments bien distincts: le carbone associg a
l‘'appareil photaosyntétigue, le carbone associ& &8 la synté&se
de macromplécules, le carbone structural et le carbone de

reéserve.

La distribution et l°*&change de carborne entre ces
différents compartiments seraient fonction des ceonditions

environnementales. Ces guelgques aspects théorigues
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permettront de mieux cerner le contexte global dans lequel
s'insérent les phéncménes d'acgquisition de tclé&rance aux
métaux traces chez les algues unicellulaires, lesquels ont
&t& étudiés par Stokes st al. (1373), Stokes (139753,

Foster (18772, Davies (1878), DeFillippis et Pallaghy (18767,
Ben-Bassat et Mayer (13975,1877) et Mierle et Stokes (13783,

L ‘chservation de la courbe de croissance de la population
(Figure 25) permet de constater que durant les 12 premiéres
heures, il n'y a pas de diminution du taux de croissance,
alors quentre 12 st 24 heures, la densitg cellulairs diminu=s
de facon importante. 11 faut cependant noter gque le témoin
connait 2galement une chute de croissance au cours das
premiéras 24 heures ce qui pourrait représenter un stress
cause par le début de la dilution. Nos résultats montrent gqus
les effets ultrastrﬁcturaux les plus drastigues se manifes-—
tent au';ours de cette p&riode de 24 heures =t il apparait
gue les cellules sont dans une &tat de choc toxigue. A cet
effet, Sandmann et Boger (18800 rapportent une décomposition

des lipides par peroxydation chez Scenedesmus acutus au cours

des premiéres 2% heures d'expcosition & 50 pM de cuivre (3,177
pg-ldJ. Cette décomposition des lipides d&tect&e par la
production d‘2thyléne et d*&thane est corrélés & une diminu-—
tion de la croissance et indique selon ces auteaurs urne sEvars
altératicn des membranes. lLes effets gue ncus avons notés sur
le chloroplaste et plus particuli&rement sur les thylakoides

au cours de cette périocde nous indiquent une désorganisation
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importante de certaines membranes. D‘autre part, aprés 1,5
heure d‘exposition au cuivre les effets sur 1l‘'ultrastructure
sont d&jd@ bien margués. Sicko-Goad (138823 et Sicko-Goad =t
Stoermer (1873), rapportent également des modifications
ultrastructurales 8 trés court terme (2= 2-3 heures) chez

différentes Diatomées expas&es au cuivre et au plomb.

Par ailleurs, nous constatons gquentre 24 et 48 heurss,
les cellules commencent 38 accumuler de 1‘amidon st des
lipides alors gu'entre 24 heures et 4 jours, le taux de
croissance ne diminue gque trés légérement. Par la suites, les
réserves d'amidon et de lipides deviennent tr&s abondantes,
de méme gque les inclusions intravacuolaires. Il est intéres—
sant de mentionner qu‘en conditions naturelles, une déplétion
en 8léments nutritifs est associge 8 une augmentation des
produits de réserve sous forme d'hydrate de carbone et de
lipide ainsi qu'd une diminution de la concentration en
prot@ines (Healy, 1373). Plus précisément, 1l 'accumulatiocn
excessive de ces réserves st corrélée 8 une carence en azote
et 8 une forte intensité lumineuse (Morris, 18813, Css
observations portent 38 croire encore une fols que le cuivra
provogque un déséquilibre du processus d'assimilation dess

gléments nutritifs.

Dtautre part, chez certaines alguss phytoplanctonigues,
il existe des stades "enkist&s” qui cprrespondent 8 une phase

de dormance (Morris, 1380). Ces cellulss sont mé&taboligque-



ment peu actives et présentent une accumulaticn de produits
de réserve, un £paississement de la paroci et un cytoplasme

dense gqui est probablement le résultat d*une déshydratation.
Les observations ultrastructurales gque nous avons effectuées

chez S. guadricauda entre 72 heures et 15 jours (figures 29~

33) associges 8 une diminution du taux de croissance & partirc
de 4 jours, suggerent gque les cellules sont m&taboliguement
peu actives et qu‘elles réagissent & des conditions
environnementales dé&favorables. De plus, l'accumulation des
inclusions intravacuolaires est concomitants & cellie des
lipides et de 1l‘amidon (entre 48 et 72 heures). Lors de

l'expBrience en lot avec S. quadricauda (Chapitre 3 7, les

cellules ne pré&sentaient pas d'accumulation de produits de
ré&serve pour une méme concentration de cuivre gt un meme
temps d‘exposition. Il apparait donc qu'en culture en
continue, la dilution cause un stress additiconnel possible-

ment causé& par le fait gque les teneurs en cuivre -libre sont

plus contantes en culture en continue. Ces différences de

imiis
1nde

rt

réponses sntre la culture 2=rn lot =t la culturs sn con

permettent de poser des interrogations gquant 8 l'utilisation

(us

de la culture en lot dans les bhioessais de toxicita

Entre les Jjours 4 et B, les taux de croissance chutent
de fagon marquee. 1 est intéressant de mentionner guse lcrs
de 1l'expérience en lot, nous avons nct@® une l&gére chute de
la croissance vers la fin de 1l‘expérience entr= les jours

S et 7. Au cours des deux (21 expé@riences, nous avons remar-
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qué que les effets du cuivre sur la croissance se traduisent
par une premiére inhibition au cours des 24 premifres heurss
et une seconde inhibition aprés 4 8 7 jours d'expecsition.
Entre les Jjours 10 et 22, le taux de dilution fut ralenti &
0,25 comme il a 2t& mentionmné précédemment. Il en ressort gus
le taux de croissance est en ré&alité inférieur au té&moin
entre les Jours 10 et 17 et €gal ocu lE8gérement sup@riesur
entre les jours 18 et 22. Aprés 22 Jjours, la croissance est
légérement sup@rieure au té&moin puis se stabiliss au méme
niveau gue ce dernier jusgu‘d la fin de 1l‘expé@rience.
L*aspect des cellules aprés 22, 32 et 50 Jjours dexpositicn
au cuivre différe peu du témoin. Cependant, la présence de
nombreux riboscmes et le dé&veloppement du réticulum =ndo-
plasmique qui est plus impcrtant que chez les cellules
témoins, indique probhablement une activitgé de synthése
accrue. De méme, la disparition des inclusions intravacuo-
laires aprés 15 Jjours d'expogsition au culivre porte 8 croire
gu'un second type de mécanisme est impliqu@& dans la
tolérance, lequel se manifeste par une augmentation ds
l'activité de synthése aprés une exposition prolangée.

En faonction des besoins énergé&tiques de la cellule on psut

suggérer les hypothéses suivantes;

1- A court terme la cellule réagit par la séguestraticon
du cuivre 8 1l‘intérieur des inclusions (possiblement des

polyphosphates?.



2~ A moyen terme, lorsgque lss sites de complexation Cinclu-
sions ou autres) sont saturés, il y a un développement de
l*appareil de synthése (réticulum endoplasmique, riboso-
mes, etc).

3- A long terme, la synthése de certaines proté&ines
permettrait, soit 1‘excrétion de molécules complexantes
dans le milieu extracellulaire d'old une complexation
extracellulaire ou la mise en branle d‘un mEcanisme
d‘exclusion permettant le rejet cdu cuivre vers le milisu

extracellulaire.

Enfin, le fFacteur de bicaccumulation du cuivre gqui est

de l'ordre de 17 par rapport au t&moin et ce aprés 50 jours

o[t
0

-1
d'exposition & 250 pg-1l de cuivre, peut étre considar cmme
négligeable. En effet, Mierle et Stokes (1876J rapportent des
facteurs de bioaccumulation pour le cuivre de 1l°crdre de

1,000 &8 2,000 chez Scensdesmus acuminatus alors gque Sandmann

et Boger (19B0) rapportent un facteur de 1l'ordre de 1,0CC

1

chez Scenedesmus acutus. En ce qui concerne le cadmium, CZain

et al. (1880) notent des facteurs d‘accumulation variant

entre 300 et 5,000 chez Scenedesmus obligquus. Il apparait

-~ . . -~ -1 .
donc gqu'aprés 50 jours d'exposition 8 250 pg-l  de cuivre, la
concentration bicaccumulée ou assocife 8 la parci est trés

faible, ce gqui porte 8 croire gue S. vadricauda posséderait
' 2. g

un mécanisme de complexation extracellulaire cu d'exclusian,

I1 faut mentiocnner en terminant, gque certains prchblé&mes
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ont 8té& rencontrés au cours de l'expérimentation,_lesquels
ant nécessité le ralentissement du taux de diluticn darms l=
ballon expérimental entre les jours 10 et 22 comme il a E&té
cit& plus haut 8 quelgues reprises. En effet, il eut peut
étre 8te& pré&férable d'utiliser une concentration de cuivre
inférieure 8 250 ;_lg-l'1 campte tenu du fait gqu'en culture en
cantinue 1l'action toxique du cuivre est plus Evidente. Les
différences du taux de dilution entre le ballon témgin =t ls
ballon expérimental au cours de cette période font en sorte
qu‘il peut étre difficile de discerner les effets inhérants
au culvre de ceux pouvant é€tre reliés 8 une différence du
taux de diluticn. Cependant, les modifications ultrastruc-
turales les plus importantes ont 8t€ enregistrées au cours
des 10 premiers jours alors que les taux de dilution 2taient

identiques dans les 2 ballons.

En résumg, les effets du cuivre sur 1l ultrastructure
s2 manifestent trés rapidement aprés le_début de 1l 'exposi-
tion (>~ 1,5 heure) st les premig&res 24 heures ssmblernt zorns-
tituer une pé8ricde de choc toxigue. Par la suite, le taux de
croissance est réduit et les cellules accumulent de grandses
réserves d'amidon et de lipides, ginsi que des irnclusions
intravacuclaires. Ces chservaticns suggérent qu'il s‘agit
d'une réaction des cellules face & des conditions d&Ffavora-
bles de 1l'environnement. Aprés une exposition prolongés au
cuivre (22-50 jours), le taux de croissance est similaire

au té@moin, les inclusions ont disparu st les cellules ornt un



aspect normal. Cependant, le cytoplasme est densément peuplé
de ribosomes et le réticulum endoplasmique est plus dévelogppé
gue chez les cellules té&moins. Le faible facteur de

bicaccumulaticn aprés 50 jours d'exposition porte & croirs

extracellulaire ou d'exclusion du cuivre.
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CHAPITRE UV

CONCLUSION GENERALE




L'analyse des présents résultats (Chapitre 32 réveéle

que les caractéristiques ultrastructurales de S, guadricauda

dant, le degré de sensibilit& entre ces deux (2] espéces

clusions intravacuclaires sst la manifestation la plus 8&vi-
dente de l'effet du cuivre et semble Fort probablement impli-
quée dans les m8canismes de tolérance, alors gue chez

C. vulgaris, les bris membranaires et les perturbations
osmotiques sont les gbservations les plus fré&gquentes.

C. vulgaris isolée de la riviére Saguenay apparailt donc

comme une souche peu tolérante au cuilvre.

D'autre part, nous avcons observé (Chapitre 42 gue les

manifestent trés rapidement aprés le début de 1‘'exposition
{~1,5 heurel et gque les premigres 24 heures semblent cons-
tituer une phase de choc toxigque. L‘accumulaticon importante
d*amidon, de lipide et d'inclusions intravacuglaires fait
suite & ces observations et est assgciée & un taux de crois-
sance ralenti. Cette période apparait comme une phase de
résistance 3 des conditions défavorables de 1'egnvircnnement.
Aprés une expositiocn prolongé&e au cuivre, les cellules ra-
prennent un aspect similaire aux cellules témoins et leur
taux de croissance est naormal. Ceﬁendant, le cytoplasme est
densément peuplé de ribosomes et le réticulum endoplasmique
est plus développé. Le faible taux de bigaccumulatiocon aprss

50 jours d'exposition a 250 ;_1g;[-l°1 de cuivre suggére gque
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S. guadricauda possg&de un mEcanisme de complexation sxtra-

cellulaire ou d'exclusion.

L ‘'approche de la s&gquence temparelle que nous avons uti-
lisée nous semble particuliérement toute indigué&e pour
l1*‘8tude de mécanisme de toxicit& et de tolérance. Elle permet
d*gbtenir une vue plus dynamique des processus en cause, Cce

que ne permet pas une seule phservation ponctuelle.

Enfin, il serait opportun de modifier et d'am&licrer
le systéme de culture en continue (ch8mostatl) que nous avaons
utilis&. En effet, certains biais ont pu s‘introduire dans
les résultats de densitéd cellulaire 8 cause d‘un mangue de
de constance dans le taux de dilution et des problémes
d'adhésion des cellules aux parcis des ballons de culture.
A ce sujet, il est primordial d'apporterbeaucocoup dfattention
8 la précision du taux de dilution et d'assurer un brassage
adéguat et constarnt de la culture. 02 méme, lors de culture &
long terme, lss tubulures se doivent d'étre changgEes &
1l ‘occasion de Facon @8 éviter wun engorgement causé& par

l*aggrégation de cellules dans la lumiérs des tubulures.
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ANNEXE 1 : Intervalles de confiance & 8%% des densités cellulzirss pour
l'expérience 1 avec Scenedesmus gquadricauda (Figure 13,

5 ‘1
( N x 10 cellules «ml 3

TEMPS (JOURS)

0.5 1 2 3 4 05 5 7

Témoin. sup. 1.98 2.15 4.45 7.8 11.7 1%.8 23.8 31.1
inf. 1.3 1.48 3.48 6&.25 10.0 13.0 21.0 28.1

25 pg.1" sup. 2.05 2.18 3.51 9.20 9.4 23.9 28.3 32.7
inf. 1.41 1.52 2.84 7.76 8.59 20.8 24.7 2B.S5

50 pg.1" sup. 1.73 1.14 4.76 B.04 3.52 20.5 25.2 40.90
inf  1.1% 0.87 3.73 6.70 8.04 18.1 21.8 33.7

100 pg.1" sup. 2.11 2.07 3.96 7.44 8.80 23.1 32.7 18.5
inf. 1.46 1.43 3.03 6.15 7.37 20.5 28.5 1B.3

250 pg.1" sup. 1.65 1.7 4.04 5.561 9.0 17.6 20.8 15.u4
inf. 1.07 1.12 3.11 4.49 8.01 15.2 18.1 13.1

500 pg.1l" sup. 1.11 1.79 3.01 4.18 7,84 13.4 14.8 10.2
inf. 0.84 1.13 =2.21 3.21 5.52 11.5 12.8 2.58

1000 pg.1" sup. 2.08 1.43 2.33 3.11 6.73 7.81 7.50 3.97
- inf. 1.44 ©0.%0 1.83 2.31 5,56 &£.30 &£.79 2.04
2500 pg.1l' sup. 1.44 1.75  3.17  2.44 3.00 3.71 1.78 2.72
inf  0.93 1.15 2.34 1.73 2.1 2.2 1.13 1.95
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ANNEXE 2 : Intervalles de confiance 8 85% des densités cellulaires pour
l'expérience 2 avec Chlorella vulgaris (Figure 122.

5 -1
C( N x 10 cellulss - ml )

TEMPS C(JOURS)

0.5 1 2 3 4 5 5 7
Témain. sup. 2.85 6.068 16.5 3%.3 6B.7 7.0 188 345
inf. 2.05 4.97 14.4 23.3 58.1 B88.4 1583 328
25 pg.l" sup. 1.33 4.84¢ 15.8 30.1 S51.4 146 14y 255
inf. ©.97 3.88 13.3 25.3 43.3 139 139 258
50 pg.l" sup. 1.05 2.24 8.14 27.2 47.% 94.5 102 184
inf. 0.87 1.88 65.73 22.6 33.4 B83.4 s2.8 17
100 pg.1" sup. 0.88 1.9 2.41 3.38 9.21 71.0 43.8 53.5
inf. 0.54% 1.42 1.74 2.58 B.07 B4.2 45,2 B4.5
250 pg.1" sup. 1.96  1.48 2.1¢4 2.04 @2.27 2.8 2.74 2.59
inf. 1.22 1.01 1.9 1.51 1.3 2.01 2,14 1.¢
500 pg.l sup. 1.76 1.70 1.83 1.53 1.B4 1.50 3.1 3.35
inf. 1.17 1.10 1.33  1.12 1.18  1.14 1.79  1.72
1000 pg.1" sup. 1.868 1.83 1.7 1.44 1.25  1.14 .75 1.52
inf. 1.27 1.32 1.28 1.00 0©0.83 0.78 .42  1.02
2500 pg.1" sup. 1.15  0.80 0.64 ©0.33 0.87 0.S39 C.5% C.S9
inf. ©.77 0.48 0.35 ©0.58 ©.53 0.32 0.3% 0.35




Annexe 3 : Intervelles de confiance 8 95 %X des densit8s cellulsirespour 1l'expSrience 3 avec Scensdesmus quadricauda (Figurs 27).
-1
(v x 10 cellules .mi™ )
TEHPS C(JOURS)
0.5 1 e 3 4 S 6 7 a 9 10 11 ie 13 14 1 16
Témoin. sup. 2.63 2.05 2.05 a.% 3.0 2.69 4.97 4.M2 3.33 3.7 4.S52 3.33 S.10 §S5.00 65.51 3.59 3.7
inf. 1.79 1.41 1.42 2.1 @2.a24 1.92 3.88 3.40 g.68 @2.77 3.53 2.50 4.05 3.91 4.40 2.72 2.7
250 pg.lt‘sup. 2.8s5 1.63 1.51 1.51 1.3 o0.68 0.95 0.28 0.19 .292 0.17 0.24 0.16 0.18 0.285 0.30 o0.1
inf, @2.08 1.07 ©0.96 0.9 0.8 0.47 O0.54 0.03 0.05 .18 0.05 0.10 0O.04 0.04 0.10 0.11 0.0
TENMPS JOURS)
17 18 19 0 e1 ee a3 a4 es 26 a7 28 29 30 3 3 33
Témoin. sup. 3.7 @&.66 2.71 3.77 3.00 3.29 4.15 4.73 @g£.88 3.29 @2.93 4.10 4.29 4.05 3.7 5.0 3.5
inf., @&.7@ 1.83 @2.02 @2.87 @2.84 2.5 3.02 3.80 @.12 @&2.45 @2.13 23.17 3.33 @2.92 &2.69 4.1 2.7
250 pg.litsup .202 0.42 .558 1.03 1.08 1.12 1.27 145 2.21 2.43 2.0 2.84 3.2 3.32 3.65 @2.80 @a.s5
inf. .05t 0.16 .276 0.4 o0.48 0.63 0.63 1.01 1.67 1.73 1.70 @2.07 @.64 a.48 @&.7s 2.03 1.7
TEHMPS (JOURS)
ER] 3s 36 37 38 39 40 11 42 43 q4 4S 46 4?7 40 439 Sa
Témoin, sup. .38 3,97 S.M0 S.67 S.19 3.33 3.2 3.17 S5.74 5.67 4.7 4.2 2.8  5.16 4.45 4.84 4.2
inf, 4.32 3.09 4.31 4.5 4%.10 2.50 @e.65 @2.31 4.62 4.58 3.8 343 2.34 4.07 3.53 3.81 3.3
-1
250 pg.l. sup. S.05 S.67 6.5 4.33 3.72 3.03 23.02 S.22 4.9 S5.16 4.71 3.14 3.19 3.04 3.62 3.43 3.5
inf. 3.89 4.5 S5.32 3.37 c.ee g.ee e.z21 4.13 3.6 4.10 3.69 @2.33 2.37 .24 e.74 2.56 2.7
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