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ABSTRACT:

Concentration of 1 ppm hydrochloride of procaine in the
life medium of the aguatic plants Bnteromorrha intesti-
nalis, Cladophora sp. and Zostera nana have determined
an action of stimulating the activity of citocromoxidaze
and peroxidaze, of the accumulation of Ca and P,and also
an increase of the content in chlorophyll a end carote-
noidic pigmenis. The concentration of 100 ppm camsed ne-—
gative changes which increased as the duratiom of the
treatment extended.

Les recherches concernant ltactlon de la procaine hydro-
chlorigue sur les organismes végétaux rendent compte de son inf lu-
ence blostimulatrice en plusleurs processus métaboliques (2; 8 2
16, 21). Généralement, la dose active biostimulatrice est de 0,1 -
i-ppaf(gg 4; 8 95 12, 13, ;g), en enreglstrant des phénomdnes de
nocivité seulement aux doses supérieures & looo ppm (2). Les ef-
fets dépendent de l'espdce, de 1'8ge physiologique de la plante ou
de 1'organe, de la concentration de la solutlon de procalne et de
la durée du traitement (8, 9, 1l4).

Pour les plant;s Enfg;leures, les données concernant
1'action de la proca¥ne sont sporadlques (g, 12, 13, 14, ;;), et
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pour celles du milieu marin elles manguent compldtement. La con-
nalissance des réactions de répunse de certalines plantes aguati-
ques marines & ltaction de cefte substance, présente Intérét sous
aspect tout théorigue que sous celul pratique, pour son utilisa-
tlon comme biostimulateur dans les cultures algales intensives.

En testant ltaction de la procaine sur les plantes agua-
tiques marines, on a poursuivi le degré de tolérance du matériel
blologlique soumis 2 un contact prolongé avec différentes concen-
tratlons de la substance, ainsi gue les modifications morpho-phy—
stologigues dues & la présence de la procalne dans le milieu.

MATERIEL BT METHODE

On a effectué les expérimentations sur les algues vertes
macrophytes Enteromorpha intestinalis (I.) GREVILLE et Cladophora
Sp. et, des plantes supérieures, sur Zostera nena ROTH.

Les espdces Cladophora et Enieromorphe étatent recuelil-
lies de deux zones du littoral de la mer Noire, caractérisées par
des conditions trophigues et de salinité différentes: une zone
propre, non affectée par la pollution en face de la réserve Agl-
gea (zone 1) et une zone située dans le pérlmdtre d'évacuation de
certaines eaux résidualres ménagdres (zone 2) -~ tandls que Zos-
tera était collectée seulement de la zone l.

Le matériel biologique, prélevé avec une partle du sub-
strat, &tait passé en laboratoire, en bassins avec de l'eau de
mer, collectée, pour chague variante, de la m8me zone que les
planfes.

On a introdult la procaine 24 heures aprés, en réalisant
des varlantes aux concentrations de loo, lo €t 1 ppum.

On a effectué les expérimentations pendant la salson
chaude, en assurant pour l'entidre durée de l'expérimentation le
barbotage de l'air dans l'eau des bassins. La température dans le
laboratoire étalt de 26 & 2%, et 1'intensité de la lumidre de
5000 1x, assurée par tubes fluorescents 3 un réglme de 12 heures
lumidre/ 12 heures obscurité.

Chaque variante expérimentale a eu 4 répétitions, en ef-
fectuant les observatlons et les déterminations 5, 8 et lo jours
aprds le début des expériences.

TLes échantillons de contrdle étalent maintenus en condi-
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=ians semblables,

fn a anulysé les modifications cytocphysiologlgues, la
socalisastlicn de certalns enzymes respiratoires et les changements
survenus ¢ans leur activité comme suite de l'action de la pro-
ca¥ne, la variation du taux des principsux éléments chimiques (Ca,
Mg, X, Na et P) eft de la teneur en pigments assimilateurs.

On a déterminé la succindéhydrogénase (SDH), par la mé-
thode AVERS (%) et JENSEN (lo) avec Nitro Blue Tétrazolium; la cy-
tochromoxydase fut détermlnég avec le réactif NADI (4'aprés LISON
(é%), avec alpha naphtol et varlamyn blac, et la péroxydase fut
mise en évidence par la méthode de RAA (17), avec p-phénylinedis-
nine et eau oxygénée. =

On a déterminé quantitativement les éléments chimigues
mentionnés plus haut, de la cendre résultée par la calcination (&
500°C) du matériel biologlgue de chague variante. On a tralté le
cendre avec HCl, en déterminant ensuite, dans le filtrat, le Ca
et le Mg par complexonoméfrie, le Na et le K au pflanphotomdtre
et le P avec le blen de Mos Les résultats sont exprimés sous forme
d'oxyde; respectivement Cald, kg0, Nazo, K0 et P205 par loo g du
tissu sec. Les valeurs (Pigs.1-2) représentent la moyenne des dé-
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Fige.l - Variations pourcentuelles des principaux é&léments
chimigues chez l'algue verte Enteromorpha intesti-
nalils élevée en eau de mer + procalne 1 ppm, lo ppm
et loo ppm, par rapport aux valeurs similaires en~
reglistrées chez le témoin.
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terminations et constituent des valeurs pourcentuelles rapportées
3 la variante témoin.
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Fig.2 - Variations pourcentuelles des principaux 1é-
ments chimiques chez Zosters nana levée en
eau de mer + procalne 1 ppm, LO DPl

Le taux de pigments assimilsteurs a été déterminé en ho-
mogénéisant le tissu trituré avec du sable quartzeux, CaCO3 et
acétone. On a séparé les pigments par chromatographie en couche
mince et on les a ldentifliées par spectrophotométrie (Z, %E)‘

RESUTTATS ET DISCUSSIONS

ASFRCTS CYTOLOGIGUES. a de petltes concentratlons, de
lo et 1 ppm protaine, on n'a pas remargué des phénoménes de noci-
vité ou &é!'intolérance chez aucune des espices analysées. En
échange, chez Cladophora on a estimé une zugmentatlion de la densi-
té des fllaments par unité de volume, en remerquant de mdme, dans
les échentillons microscoplques, un phénocudne de reldchement mas-
sif des zoospores.

les concentrations maxima expérimentées, de loo ppm, in-
diguatent de faibles modifications cytologiques seulement pour les
varientes & Enteromorpha intestinalis de la zone l. Chez celles-c!
on a observé, aprés environ B jours de traltement, une diminution
de ls turgescence Ges thalles, phénomdne qui s'est accentué & la
longue, tandis gu'au wicroscope on remarqualt une contraction det
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celiuies, spéclalement des chromatophores (Planche I, a-b), sar3
pour autent sutrainer la mort des cellules, qu{ se plasmolysent
gn présence de la saccharose 1 e

Aux thalles jeunes, dans les varlantes & loo ppm pro-
calne, on constate également l'apparition de certalns corpuscules
sphériques, incolcres et trés réfringents (Planche I, ¢c). De tels
corpuscules ont été décrits jusqu'd présent seulement dans 1'épi~
derme des pétales de dicotylédonés; Lls se forment dans le suc
vacuolalre, comme sulte de l'application de certains traltements
avee solution de procaine de looo ppu pendant 24-48 heures. Ces
forunations étalent considérées un phénomdne d'altération de 1'é-
guilibre physico-chimique et colloldal du suc vacuolaire, en en-
trainant les phospholipides et les antiocyanes (3).

Les autres variantes expérimentales, ctest d-dire les
Enteromorpha de la zone 2, les Cledophora et les Zostera, n'éta-
fent pas affectées macro- ou mlcroscopiquement par la présence de
la procaine & sucune des concentrations testées.

Tes résctions histochimiques indliqualent, concernant
A'activité enzymatique, des réponses différenciés des espéces,
tant pour les plantes-témoins que pour celles traitées. Les cel-
lules du thalle d'Enteromorpha donnaient une réaction faible, in-
certaine au SDH, mals les réactlons pour cytochromoxydase et péro-
xydase sont Intensément positives (Planche II, a-b).

Aux thalles de Cladophora aucuné des enzymes respira-
tolres mentionnés n'a donné Ges réactions spécifiques; seunle la
péroxydase nous apparait falblement posltlve dans le cytoplasme,
en &tant colorée par le réactif en nuances brunes violacées, sans
gu'on puisse'identifier (par microscopie optigue) l'apparition
des cristaux spécifiques & cette réastion.

Chez Zostera on a mis en é&vidence tous les troils enzy-
mes, en remarquant leur locallsation différenciée dans les tissus
des feullles: le SDH apparait spéclalement dans les cellules de
1t épiderme et dans celles de la zone de 1'eérenchyme (Planche III
a-b), tandis que dans les cellules du mésophile assimilateur i1
est difficll d'tdencifter'l'enzyme & cause Gu grand nombre de chlo-
roplsstes. A la base ges feullles, od la coloration est plus plle
et les cellules allongées ayant bien peu de chloroplastes, la

réaction est uniformément positive (Planche IV a-b).
257



Planche I - Modiflcatlons cytologlques
a =— Aspect des cellules du thalle d'Enferomorphs intestinalls du

témoin (ob.20, 0Ce2 F).
b - Traltement avec procalne loo ppm pendant lo jours chez Ente-
romorpha 1. - thalle adulte; (contenu cellulaire contrac
et rares corpuscules en vacuoles) (obs20, 0c.2 F)s -
¢ = Traltement avec procaine loo ppm pendant lo jours chez Ente-
romorpha i, - thalle jeune; (nombreux corpuscules fortement
Téirigeants dans le suc vacuolalre, indiguant un déséguilibre
physico~chimique et collo¥dal de celui-ci) (obe20, 0Ce2 F).

258



Planche JT - Réactions histechimiques
a - Activité de la cytochromexydase dans les cellules du

thalle d'Enteromorpha intestinalis (ob.20, oc.2F).

b - Activité de la pérexydase dans les cellules du thalle

d'Enteremorpha intestinalis (eb.20, oc.2F).
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Planche IIT - Réactlons histochimiques

s « Section transversale de la feuillie de Zostera nang (témoin

non traité, ob.lo, oc.1l F).

b - Activité du SDH dans les tissus des feu!tlles de Zostera na-
na (obe.lo, 0cel F)e

¢ - ZXectivité de la péroxydase dans la section transversale de
s feullle de Zcsterapa nana (réaction dans les cellules

N e e——————

de 1'éplderme).
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Planche IV ~ Réactions histochimlques

Section longitudinale - tangentlelle de la feuille de Zoste-

ra_nana $6moin non tralté, (obe.40, 0Cel F).

Réaction Gu SDH A la base des feuilles (ob.20, 0ce.2 F).

gytgchromoxydase dans les cellules & chloroplastes (ob.20,
Fe

Péroxydase dans les cellules de l'aérenchyme (obslo, 0csl F).

Détall pour la réaction de la péroxydase dans les cellules

de l'abrenchyme (obs%40, 0Ge2 Fga

261



La cyhochromoxydase est présente dans les feullles de
7ostera dans toutes les cellules, mals la réaction est plus inten-
se dans les cellules de l'aérenchyme. Etant un enzyae intramito-
chondrial, et la réactlon de couleur plus contrastée que celle du
SDH, les mitochondries sont mieux mises en rellef, ce qui alide &
déceller plus facilement la présence de la cytochromoxydase dans
les cellules riches en chloroplasfes (Planche IV, ¢)s

La péroxydase est extrdmement active dans les feuilles
e nostera. La réactlon est forte tant au niveau de 1téplderme
(Planche IITI, ¢) que dans les tilssus du wésophile foliaire (Plan~-
che IV, d-e).

De toutes les observations concernant lfinfluence de la
procaine sur l'actlvité des enzymes testés, on peunt affirmer qu'en
petites concentrations, de lo et 1 ppnm, celle-12 déterminait de
faibles modifications dans 1l*'intenslté de la réactlion surtout a-
prés lo jours de traitement. En échange, 4 une concentration de
loo ppm on & remarqué une augmentation de 1tactivité enzymatique,
surtout de la cytochromoxydase et de la péroxydase, tant chez FEo-
teromorrha que chez Zostera. On pourrait corréler aussi & l'sug-
mentation de l'activité de la péroxydase des membranes cellu-
laires, les modifications de perméabillité enreglstrées au cours
d'autres expérimentations (Z) en présence de la procalne.

14 TENEUR EN BLBMENTS CHIMIQUES. De l'analyse des résul-
tats obtenus (Figs.l-2), on observe gue ls procalne a considérs-
blement modifié l'accumulation quantitative des éléments chimiques
analysés. Les modifications étalent en rapport avec la concentra-
tion de la proca¥ne dans le milieu ol vivent les algues - les
plus évidentes ayant lieu & loo ppm - et avec la durée d'action
de la substance. Ainsi chez Enteromorpha, 8 jours aprés le début
de l'expérimentation, on constatalt une augmentation massive des
quantites de Ca et P et une diminution significative des quantités
de lig, Na et K (Fig.1l). Les valeurs enregistrées pour l'accumula-
tion de l'ion Ca sont extrémement significatives, arrivant & envi-
ron 70% par rapport au témoin.

Par contre, chez Z¢ sera on constate une diminution con-
stdérable de l'accumnlation du ¢a dans les %lssus, une augmenta-
tion des guantités de Mg, K et P et une inhiblition quant & l'accu-
mulation du Ha (Fige2)s
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Il est encore difficile 3 expliquer les mécanismes phy-
stologiques qul dirigent l'action de la procaine au nivean des
cellules (6). L'intervention de cette substance dans les proces-
sus de fixation des lons de Ca est mentionnée dans les expérimen~
tations sur moddles de membranes d'origine animale (;g,'gg), tout
comme dans la littérature spéclalisée médicale. Pour les organis-
mes végétaux, une série d'expériences sur plaentes supérieures in-
diqualient des mpdifications des gquantités de Ca et P absorbées
par les tissus, liées & la concentration de la procaine dans le
milieu d'absorption ainsi qu'd la durée du traitement (g, g).

La QUANTITE LE PIGHENTS ASSIMITATEURS. Pour ces déter-
minations, sauf les espdces mentionnées plus haut, on a étudié
l'esptce Enteromorpha linza (L.) J.AG., en présentant les résul-
tats distinctement (Tableau 1).

Chez Enteromorpha on remarque la modification guantita-
tive des pigmeunts assimileteurs, indulte par la procalne, dépen-
dant non seulement de l'espdce, de la durée du traitement et de
la concentration de la substence, mais particullérement de l'ori-
gine du matériel végétal, respectivement des conditions écologl-
ques.

Les Enteromorpha intestinalls de la zone 2 avalent une
teneur beaucoup plus riche en pigments assimilateurs, tant pour
la quantité totale de chlorophylle a+b gque pour le total des pig-
ments carothénoldes.

Le procaine a positivement influencé la biosynthdse des
plements chlorophylliens, surtout de la chlorophylle a ef de ceux
carothéno¥des aux concentrations de lo et 1 ppm. La concentration
de loo ppm a déterminé une diminution de la guantité de pigments
assimilateurs dans les cellules. Les Enteromorpha intestinalis de
la zone 2 résistalent mleux & l'actlon des concentrations élevées
de procalne, par rapport & ceux de la zone l. En ce qul concerne
BE.linza, les résultats indigualent des modifications du taux de
pigments assimilateurs comparables & celles enreglstrées par
E.,intestinalls de la zone 1l.

Chez les Cladophora on constate une légére aagmentation
de la guantité de chlorophylle & et b, ainsi que des plgments ca-
rothénoldes, aux concentrations de lo et 1 ppm. :

Les Zostera n'enregistralent pas de modiflcations sig-
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Quantité des plgments assimllateurs des plantes aguatlques
4tudibes en conditions d'illumlnation artificlelle et solutlions de procalne
de différentes concentrations
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Tableau 1

SOl SR T

—

Teneur en plgmentis

mEREmT X

|=smmzm =

Total des

Varlante Concen- Plgnenta Carothénoldes ~—_plguments
d'expérimentation tratilon yerte - Tiolo- Teo- Total Total

a b %gro— E“bé' xag— xgn~ ggﬁo'l plg-

- - ne ine no- ments

tine tlne Ydes

K 0,165 0,160 0,005 0,019 0,009 0,006 0,039 04364

595939&9;9%%5%9%9§§135115 Py 0,220 o0,l40 0,014 0,055 0,021 0,025 o,ll5 0,475
5-8me jour Plo 0,256 0,141 0,025 0,063 0,015 0,026 0,129 0,526

Ploo 0,126 0,091 0,004 0,017 o,0l0 0,0lo0 0,041 0,258

. o e " K 0,129 0,123 0,018 0,040 0,018 0,012 0,088 0,340
En eromorngnenles inalis Py 0,167 o,lol 0,012 0,034 0,022 0,021 0,089 0,357
8-dme Jour Plo 0,236 0,150 0,030 0,040 0,019 . o,0ll o0,loo 0,486
Ploo 0,167 0,126 0,021 0,046 0,016 0,015 0,098 0,391

_— Lt K 0,342 0,262 0,027 0,063 0,031 0,040 0,16} 0,765
Enterouorpha intestlnalle g, 2,893 1,693 0,064 0,146 0,090 0,125 0,425 #4,0l3
S-dme Jjour Pio 1,500 0,831 0,083 0,126 0,086 0,125 0,420 2,751
S Ploo 0,370 0,560 0,081 0,068 0,042 0,080 0,271 1,201
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Tableau 1 (sulte)

T e Teneur en piémantgﬁ . To:al des
Varlante Concen~ Piggﬁggs Carothénoldes Ezzgigeggigi
d' expérimentation tration P, caro- pig-
ERE 1w
’ tine tine

K 1,037 0,458 0,074 0,168 0,042 0,071 0,355 1,850

E“““°i‘°{;‘;: linza P, 1,048 0,750 0,064 0,206 0,044 0,068 0,382 2,160
lo—gme Jjouxr Plo 1,680 0,460 0,077 0,767 0,160 o, 40 o,l44 3,284
Plob 0,268 0,163 0,031 0,089 0,028 0,052 0,200 0,483
Cladophora sp. K 0,747 0,352 0,034 0,056 0,067 0,042 0,199 1,298
lo-dme jour B 0,885 0,376 0,020 0,082 0,147 0,083 0,332 1,593
Pio 0,617 0,480 0,121 o,lo? 0,087 0,066 0,377 1,474
P100 0,764 0,341 0,129 0,064 0,056 0,044 0,293 1,398
K 1,154 o,4 9 0,086 0,156 0,068 0,063 0,373 1,976
Zosters nana Py 1,166 0,487 0,088 0,192 0,064 0,064 0,408 2,061
lo-dme jour Plo 1,064 0,435 0,105 0,184 o,l00 0,060 0,449 1,948
Broo 1,153 0,433 0,078 0,163 0,064 0,052 0,357 1,943
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aificetives dans la teneur totale ou différencliée des plguents
pour aucune des concentrations expérimentées de procalne.

CONCTUSIQNS

Comme sulte des recherches enfreprises, on peut afflir-
mer que La procaine en concentrations de lo et 1 ppm exerce une
action stlmulatrice sur 1'activité de la cytochromoxydase, de 1a
péroxydase, de l'accumalation du Ca e% du P, ainsi gu'une augmen-
tation du taux de chlorophylle 2@ et pigments carothéncides chez
interomorpha et, en uesure plus rédulte, chez Gladophora et Zos-—

tera. Les concentrations de loo ppm provoquaient des mod Ifica-
tions négatives qul se sont asggravées & la longue.

Tians les conditions ¢'ume culbure intensive d*algues,
zn ajoutant de la procaine ep concentrations de lo ppm on influ-

...ce Tavorablaement les processuas métaboliques des espices Enteroc-
zorpha et ({‘asdophors,

=1 Leut soullgner aussi que les exempleires d'Entero-
morphe fu estinalls prélevés du pérlumetre o 1ton déverse des

eaux r£ée “usires ménagéres, réslstent mleux au traitement avec

srocatne, zyset on degré plus blevé de vitalité, dradhérence 3au
sutstrsu, une quantivé augmentée de pigments assimllateurs, ce
qui explliguée leur abondance dans le zone et les désigne comme in-
¢icatrices de pollution.
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