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TEST D'ECOTOXICITE DU Zn, Cu ET Pb CHEZ CHLORELLA
RUBESCENS, CHOD.: UTILISATION DE LA RMN 31P.

1' \H

Carlos Eduardo CALDERON EEANTEN* & Hubert GREPPIN*

AliSI K \C1

Adenosine diphosphate (A'IP) measurements hy non-invasive ''p NMR method is pioposed loi
the detection ol quick effects of Zn. Cu and Pb intoxication C tube si ens is very toteiant to heavy
metals, a part ol which is immobilized by a thick cell wall This test is rapid and interesting lot
ecotoxicity studies in aquatic environment

Rl Sl'MI-

Les elfcts uipides de I intoxication par le Zn. Cu et Pb out etc mis en evidence pai la mesuie de
1 adenosine tiiphosphale (ATP) an moyen d'une methode non-invasive la RMN 'P L'alguc C
albescens est tres tolerante aux mctaux lourds dont une partie est immobihsee sur la paroi qui est

epaisse. Ce test simple et lapide est interessant pour des etudes dccotoxicile dans l'en\nonnemenl
aquatique

iNTRODl CTION

Plus de soixante nulle substances chtmtques et un denn-milhon de preparations ou

melanges sunt produits pat I'homme, ce qui represente un impact reel et vone dangereux

pour l'environnement naturel (Smeei. 1981). En mattere d'ecotoxicologie aquatique, des

protocoles de tests ont ete elabores. mais l'liaimonisation sur le plan international est

loin d'etre complete.
Un test de toxicite vis-ä-vis des untcellulaires est fonde sur le principe de

('inhibition de la ctoissance d'une population donnee (Quevai. 1981). La determination
de la DL-50 (concentration d'element loxtque inhibant une fonction essentielle, ou

provoquant la moitalite. de 50% d'une population donnee) est devenue une technique
couramment utilisee. St les auteuis ne s'accordent pas encore sui le. ou les paiametres ä

constderer dans ce type de tests, neanmotns I'approche energetique, par la mesure de

* Laboratoire de Biochimie et Physiologie vegetales. 3. place de I'Universite. CH-1211 Geneve 4
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l'ATP, est de plus en plus utilisee et acceptee internationalement (Vassi l r et al. 1981;

Din & Brooks, 1986). La rapidite de reponse de ce entere de toxieite presente un

avantage pai rapport aux autres techniques classiques de toxieite ä court terme.

La mise au point de cultures synchrones de la micro-algue Cliloiella albescens.

Chod. (Sayf-gh & Greppin, 1973) et la caracterisation de la charge energetique, tout au

long du cycle cellulaire (Calderon, 1990), nous ont encourage ä etudier un test de DL-
50 pour les trots metaux suivants: Zn, Cu et Pb. Nous avons utilise la RMN P,

technique non invasive et non destructive (Lenk et al., 1984) permettant une mesure in

vivo de l'ATP, facilement reperable par sa triple raie spectrale (a, -y. ß), sans risque de

denaturation (Mitsumori & Ho, 1984; Sianoudis et al., 1987).

Materiel et me i modes

Culture: Chlorella ruhest ens Chodat, souche No 24 de l'algotheque du Departement

de Botamque et de Biologie vegetalc, est cultivee de maniere axenique et en

condition autotrophe. dans un milieu liquide Detmer. dilue au tiers (Princ.siieim, 1951).

Ce milieu est prealablement sterilise a l'autoclavc (120°C, 20 minutes) et le pH est

maintenu ä 6.5 pendant toute la duree des experiences.
Les populations d'algues sont synchronisees selon la ntethode de Pirson &

Lorenzen (1966) modifiee par Sayegfi & Greppin (1973). Le cycle synchrone de C

ruhest ens est tres long: 70 heures de lumiere (croissance et diflerenciation) suivies de

24 heures d'obscunte (division cellulaire), celle-ci etant necessaire pour declencher la

liberation des autospores.
La temperature de culture est de 29°C, l'agitation et l'aeration sont assurees par de

l'air contenant 5% de gaz carbonique avec un debit de 100 ml/min (Miisumori & lio,
1984; Caldf RON, 1990). L'eclairage (10 Klux) est assure par des tubes fluorescents

Sylvania "dailight" de 40 W.

Dosage de l'ATP

RMN P: 6 tubes de culture de 30 ml de milieu sont preleves et centrifuges ä 4°

pendant 10 minutes ä 12 000 g. Le culot est lave trois fois avec une solution de MOPSO
(acide 3'N'-morphohno-2-hydroxypropane sultonique) de 50 mmole/1 et d'EDTA, 2

mmole/1. ä pH 6,5 (Sianoudis et al., 1987); ceci pour eviter les interferences para-

magnetiques. Ensuite les algues sont laissees dans un minimum de milieu de culture, ä

la concentration finale de 5.107 cell/ml.
Un dispositif special permettant le maintien de la capacite photosynthetique

pendant la mesure RMN a ete utilise. II comprend une fibre optique et un micio-barboteur
(Mitsumori & Ito, 1984; Calderon, 1990). La source lumineuse est fournie par une

lampe halogenc de 40 W; l'eclairemcnt de lumiere blanche ä l'interieur du tube ä essai

RMN etait de 10 Klux. Lechantillon d'algue est barbote avec de l'air contenant 5% de

CO-,; le debit est 100 ml/min.



UTILISATION DL I A RMN
11

P. 251

Nous avons utilise un spectrometre RMN Bruher WP 200. avec une frequence pour
le ,!P de 81,01 MH/. Le temps d'accuniulation a ete de 0,5 sec la relaxation de 2 sec et

le temps entre deux scans de 2.5 sec. Jusqua 1000 scans sont accumules avant

d'enregistrer. Le cahbrage des mesures est fait avec l'acide methylene diphosphontque
(0 ppinl.

Le cahbrage de l'ATP est obtenu ä l'aide d'ATP purifie du commerce. La validation
des mesuies a ete verifiee par une autre vote possible de dosage de l'ATP: la methode ä

la luciferine-luciferase (Pradet. 1967), apres extraction du nucelotide adenylique (St.

John, 1970), les conditions modifiees sont decrites par Bonzon et al (1981) et Calderon

(1990). Nous avons utilise un ATP-photometre SAI 2000 pout ce faire.
Letude de revolution de la charge energetique de C albescens, en culture

synchrone. a mis en evidence une fluctuation rythmique de celle-ci lors du developpement
(Cai im ron. 1990). La charge energetique est particuherement intense apres 52 heures

de culture en lunuere; c'est a ce stade que les mesures sont faites.

Cone cnti ation algale

L'estimation de la concentration en cellule est faite par comptage au microscope
sur un hemacytometre de Zeiss-Thoma (Ui iilinger & Linder. 1955).

Poicls sec

On tiltre 10 ä 20 ml de suspension d'algues sur un (litre Whatman WCN 1.2 pese

prealablement. Le culot et le filtie sont seches ä 70°C pendant 24 heures. puis peses sur

une balance analytique. L'echantillonage poui le poids sec est tait au maximum du poids

sec, soit a la fin de la photophase (70 hemes de cultuie) (Sayegh & Greppin, 1973).

Detei mination des metaux

Des concentrations diverses en metaux ä tester sont ajoutees aux cultures synchronises

(70 heures lumiere. 24 heures obscurite), cinq heures apres le debut de la

photophase. L'analyse des metaux est faite sur des prelevements taits la 70eme heure de

culture (fin de la photophase).
On pieleve 30 ml de culture, puis on centrifuge 15 minutes ä 10 000 g. Le

surnageant contenant les metaux en solution est l'objet de l'analyse. On calcule par
difference ce qui est immobilise par les algues (culot). A partir dequations simplifiees
(Oakley et al„ 1981; Calderon. 1990), nous obtenons la constante d'immobihsation

[MeS]
' [MeT]x[ST|

MeS est la concentration du metal immobilise par les cellules (Mol. Lit*'), MeT la

concentration du metal total dissout Mol. Lit"1) et ST la concentration en algues (poids
sec; gr. Lit+I). La densite d'immobihsation est exprimee en mol/gr selon lequation
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Le dosage des metaux se fait pai spectroscopic d'absoiption atonuque (Perkin-
Elmer 2280), l'atomisation ctant rcalisee dans une cuve en graphite. Des solutions
standards a partir des nitrates de chaque metal out ete utilisees comme courbe etalon. La

cathode des lampes utilisees est constitute de lelement dont on veut obtenn le spectre.

Statistiquc

Chaque experience a ete repetee au moins trois fois. Le coefficient de variations de

l'ATP est de ± 1.5%. de ± 3.8c/c pout le poids sec et la concentration algale

RLSUI IMS

Les figures 1. 2. 3 presentent dans les conditions standaid d'etude (culture

synchronised ad|onction du metal apres 5 heures de photophase: mesuies apres 52

hemes pom l'ATP. 70 hemes pour le poids sec et la concentiation en metal du

suinageant. 94 heures pom la concentration en cellules), revolution, pai rappoit aux

temoins. (valeut maximale) de I'lnhibition due aux effets toxiques de concentrations
croissantes respectivement en Zn. Cu et Pb sur la production d'AI P. la croissance (poids
sec) et la division cellulaires. Les effets du cuivie et du plomb sont asse/ semblables.

celui-ci etanl plus toxique. les doses subletales (DL-50) pom les trois parametres
mesures ne sont pas identiques.

Apres une phase rapide d'mhibition de 2 pinoles |usqu a 10 pinoles de Cu ou de Pb

pai ml. on constate ensmte une tolerance relativement forte ;i ces metaux louids. La

sensibihte au Zn est beaucoup moins importante. les premiers eflets toxiques (fig. I)

apparaissent seulement des 10 pmol/l et ne s'accelerant de maniere maiquee que dans la

/one de 80 Ü 100 pmol/l. L'ne ceitaine tolerance aux effets toxiques des concentiations

supeneures setabht pai la suite.
La DL 50 du Zn est nettement differente de celle des deux autres metaux: les

besoins en /inc comme nncro-nuti intents sont plus elexes que ccux concernant le cuixre
(10XM). ce dernier devenant toxique asse/ rapidemeni. L'inhibition de la production
d'ATP est la reponse ecotoxique la plus sensible.

L'ajout simultane, dans le milieu de culture du metal et d'EDTA (acide ethylene-
diamine tetiacetique) ou de phosphate (KLLPOj) pennet de levei en grande partie l'eftel

toxique observe precedemment (fig. 4. 5). Cette action plus marquee poui I'agent
chelateui EDTA que pour le phosphate, est plus importante sui la production d'ATP que
sur la division cellulaire. Elle n'est efficace que dans une plage linntee de concentration.

Le tableau 1 permet d'apprecier la capacite des algues d'unmobihser les trois
metaux testes pour des taux exergant des effets toxiques. La densite d'immobilisation du

Zn est la plus elevee et le seuil de toxicite correspond aussi ä des valeurs beaucoup plus
fortes que le Cu et le Pb. De ces deux denuers. le Pb a la densite d'immobilisation la

plus grande et un seuil de toxicite beaucoup plus has (< 10"(,M).
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(umol/1)

Hi,. I

Inhibition (%). en reference ä des cultures tcmoins. de hi production d'ATP (•). du potds sec (^) et de

la multiplication cellulaire (O) sous faction de concentrations croissantes en /inc (pinoles par litre). La
DL50 pour les trois parametres est representee en traits discontinue Les mesures sont laitres aux

maxima respectils d expression de I ATP (52 heures). du poids sec (70 heures) et du nombre de cellules
(04 heures) Cultures tcmoins (ATP 63.4± 0.77 pg/ml. poids sec 0 76± 0.01 mar/ml. nombre de

lellules 0177+ I 7(Uellules'lil I

(umol/1)
I u, 2

Elfet du cuivre (ci. legende tig. 1)
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(ymol/1)

Hc, 3

Hl'tct du plomb (tri. legende flg. I).

Tabu-.AI 1

Immobilisation respective du zinc, cuivre el plomb par le culot algal de Chlorella riiheuens.
L'astensquc correspond ;i la saturation de I'algue par le zinc et le cuivre. ll laut une concentration de

7 10 "'M pour saturei avec le plomb.

Concentration
miliale
mol./l

Metal immobilise
dans le culot algal

mol./l.

Metal dans le

sumageant
mol./f.

D

mol /g. algues

Zn
IO-' 7.40.10'h (14%) 2.60.10 6 (26%) 2.08 10"s

6.10"5 4.11.10 s (68) 1.89.10 ' (32%) 1.20-10 4

5.10"4 1.36 !0"4 (21%) 3.64 10"4 (73%) 9.18 10"4 *

Cu
6 HI"6 4.40.10"6 (14%) 1.60. Kr6 (26%) 1.5" 10 s

10 s 4.40 H)"6 (44%) 5.60 10"6 /56%) 2.3" lO"'
6 !()-' 1.74 10"5 (29%) 4.25 10 s (71%) l.OJ 10 4 *

Pb
6.1()"6 4.59 1 ()-ft (76%) 1.41 10ft (24%) 2,14 10-'
IO-' 6.21 K)"6 (62%) 3.79 I0"6 (38%) .3.90 10"'
6 10"' 1.67.10"s (28%) 4.33.10 s (72%) 1.13 I04 *
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Conclusion

Le zinc et le cuivre font partie des micronutnments essentiels (10"6M et 10"8M, dans

le milieu de culture). Iis participent ä des fonctions importantes comme la photosynthese
et la respiration (Petersen, 1982) Le zinc est assocte ä la catalyse enzymatique de l'anhy-
drase carbontque, la carboxypeptidase et d'autres dehydrogenases specifiques; le cuivre
est lie ä la laccase, l'acide ascorbique oxydase, la Polyphenoloxydase (tyrosinase), la

plastocyanine. Le plomb n'est pas un element essentiel pour les cellules et est tres toxique.
Le zinc, ä doses subletales, inhibe le metabolisme anaerobie du glucose (Anraku

et al., 1975). II reduit aussi l'activite de la NADH/NADP transhydrogenase, la succinate

dehydrogenase, la NADH oxydase, la D-lactate dehydrogenase (Singh & Bragg, 1974).
Parmi les effets letaux de cuivre, ll faut souligner la degradation des chrophylles (Gross
et al, 1970). Ceci aurait une incidence sur la production d'ATP Le Pb se fixe sur les

proteines enzymatiques et provoque une inhibition generale.
Dans le cas present, nous ne connaissons que l'lmmobilisation globale des metaux,

lesquels sont surtout fixes sur les parois (0,3 pm pour C tubescens avec des cellules de
15 (im de diametre), puis le plasmalemme et les proteines cellulaires. Un seuil de

saturation existe en raison de la limitation des sites d'absorption qui sont differents pour
chaque metal

L'EDTA modifie la biodisponibilite en metaux lourds (complexation), mais ll
devient nocif ä des concentrations pous elevees (Allen et al., 1980) La toxicite des

metaux peut etre considerablement reduite par une augmentation importante des

composants nutritifs du milieu de culture, ainsi le phosphate (Hanna & Patovillet,
1972). La reduction des phosphates dans un Systeme eutrophe peut reveler cette toxicite
latente

L'utilisation de l'inhibition de la production d'ATP comme marqueur de l'effet
toxique des metaux semble etre un test efficace pour etudier 1'impact possible d'un

polluant dans l'environnement, ll permet aussi de prevoir precocement l'lmportance de

l'effet sur la croissance et la multiplication cellulaire II faut une forte restauration de

l'energie pour que l'on puisse s'attendre ä une croissance et division plus performantes.
Nous remercions le Protesseur J. Tronchet (section de Pharmacie) pour l'acces ä la

RMN ainsi que Mme Dr F. Barbalat-Rey pour ses precieux conseils. Nos remerciements
vont aussi au Prof W Haerdi (departement de chimie minerale, analytique et appliquee)
et au Dr A Balikangen pour l'emploi du spectroscope d'absorption atomique et de

l'assistance technique y relative
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