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EAWAG

De l’écosystème à l’éco-
système par la molécule

A l’heure actuelle, plus personne ne peut

imaginer la recherche scientifique sans la

biologie moléculaire. Ainsi, dans le domaine

médical, c’est au niveau moléculaire que 

les processus responsables de l’apparition

de maladies sont étudiés. Une fois les mé-

canismes identifiés, il devient possible de

développer des médicaments spécifiques

qui seront alors appliqués en traitement

préventif comme le sont p. ex. les vaccins

ou bien, quand la maladie est déjà déclarée,

en traitement curatif ciblé et si possible

sans effets secondaires. Le rôle croissant

de la biologie moléculaire dans la recherche

environnementale reste par contre un as-

pect moins connu du plus grand nombre.

L’EAWAG s’engage pour une exploitation

des écosystèmes aquatiques, cours d’eau,

lacs et eaux souterraines, dans une optique

de durabilité. Les écosystèmes aquatiques

sont très complexes et constituent l’habitat

d’une multitude d’êtres vivants des plus di-

vers, de la bactérie unicellulaire aux plantes

et animaux supérieurs en passant par les

algues pluricellulaires. Les organismes évo-

luent en échanges permanents entre eux 

et avec le milieu environnant qui, lui-même

très dynamique, est en évolution constante.

Pour en avoir une idée, il suffit de penser

aux changements naturels telles que les

variations journalières et saisonnières. A

celles-ci s’ajoutent les nuisances d’origine

anthropique dont l’importance augmente

constamment sous l’effet de la croissance

incessante de la population mondiale. Des

problèmes tels que le rejet de polluants

dans les milieux naturels, l’amenuisement

des ressources en eau potable ou le déve-

loppement des pathogènes dans les eaux

superficielles des pays en voie de dévelop-

pement ne peuvent plus être ignorés. Dans

un tel contexte, il est besoin d’approches

qui permettent d’une part de protéger pour

l’avenir l’environnement aquatique com-

plexe de manière préventive et d’autre part

de traiter les problèmes d’urgence de ma-

nière ciblée et «sans effets secondaires».

L’EAWAG tente ainsi d’analyser au niveau

moléculaire les processus qui se déroulent

au sein des écosystèmes pour mieux com-

prendre, prévoir et empêcher les effets né-

gatifs des actions anthropiques.Nous avons

cependant parfaitement conscience du fait

que nous ne progresserons réellement dans

ce sens que si nous ne perdons pas les en-

sembles de vue dans leur globalité à force

de considérer les détails.

Domaine essentiel s’il en est, la recherche

fondamentale en biologie moléculaire est

abordée par l’EAWAG sous ses thèmes les

plus divers comme p. ex. la diversité géné-

tique des daphnies dans les lacs alpins ou

bien les mécanismes d’action des polluants

au niveau moléculaire. Mais la recherche

appliquée occupe également une place de

choix dans les activités de l’EAWAG. Là

aussi, les méthodes de biologie moléculaire

sont de plus en plus employées. Citons à

titre d’exemple le développement d’un bio-

senseur permettant la mise en évidence de

polluants, l’identification d’une bactérie uti-

lisée depuis peu pour l’élimination de l’azo-

te dans les stations d’épuration et l’élabora-

tion d’une méthode biomoléculaire pour la

détection d’agents pathogènes dans l’eau

potable.

Plongez dans le monde des molécules et

laissez-vous convaincre de la contribution

précieuse que peut apporter la biologie

moléculaire à une gestion durable des éco-

systèmes aquatiques.

Rik Eggen, chef de la 
division «Microbiologie de
l’environnement et éco-
toxicologie moléculaire»
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La biologie moléculaire est devenue une discipline à part entière

au milieu du siècle dernier. C’est dans le domaine de la microbio-

logie qu’il faut chercher ses racines, cette dernière s’attachant à

ses débuts à décrypter les processus vitaux élémentaires et donc

aussi à étudier le fonctionnement des écosystèmes. Alors qu’à

l’heure actuelle l’implication de la biologie moléculaire dans les

domaines des biotechnologies ou de la médecine va de soi pour

le plus grand nombre, son rôle dans celui de la recherche environ-

nementale appliquée reste méconnu. Ce n’est pas lui rendre justice

car elle peut apporter une contribution précieuse à la résolution

de problèmes d’actualité dans ce domaine qui nous concerne tous.

Des chercheurs se sont intéressés dès le

milieu du XIXè siècle à la transformation par

voie biologique de certains composés par le

biais des microorganismes. La plupart des

études de l’époque étaient basées sur la

théorie de la génération spontanée selon la-

quelle la vie pouvait indéfiniment apparaître

à partir du monde inerte. Dans le même

temps et presque par inadvertance, ces

travaux fournirent les premières connais-

sances d’ordre biomoléculaire sur le méta-

bolisme des microorganismes. Le chercheur

français Béchamp [1], un contemporain de

Louis Pasteur, était lui aussi adepte de la

théorie de la génération spontanée. Il étudia

la capacité de transformation de sub-

stances définies dans divers échantillons

prélevés dans le milieu naturel et fit entre

autres état d’une formation de méthane à

partir d’éthanol. Les agents responsables

de cette réaction étaient d’après lui des

microorganismes qui étaient apparus de

toute pièce au laboratoire dans les solutions

étudiées et il leur donna le nom de Micro-

zyma cretea. C’est grâce aux expérimenta-

tions remarquables de Pasteur qu’il a été

permis de réfuter la théorie de la génération

spontanée, qui s’avéra en réalité d’une

multiplication de microorganismes déjà pré-

sents dans les échantillons.

Au cours de la deuxième moitié du XIXè

siècle, le scientifique allemand Felix Hoppe-

Seyler poursuivit assidûment la voie bio-

moléculaire dans la recherche environne-

mentale. En tant que premier professeur de

Chimie physiologique de l’Université de

Strasbourg, il fit le lien entre les aspects

biomoléculaires et énergétiques des pro-

cessus biologiques. Il s’aperçut en effet que

chaque transformation biochimique s’ac-

compagnait d’une libération d’énergie, elle-

même utilisée par les microorganismes

pour assurer leur croissance et leur métabo-

lisme cellulaire. Ceci est particulièrement

remarquable étant donné que la thermo-

dynamique classique, telle qu’elle est una-

nimement reconnue aujourd’hui, n’en était

qu’à ses balbutiements (ce n’est qu’en 1878

que Josiah Gibbs introduisit la notion

d’énergie libre) [2]. L’approche scientifique

de Hoppe-Seyler devait être encore affinée

au cours des années qui suivirent.

Des isotopes radioactifs pour

marquer les métabolites

La découverte dans les années trente et

quarante du siècle dernier des isotopes 11C

et 14C par le chimiste Samuel Ruben et le

physicien Martin Kamen [3] constitua un

autre tournant décisif dans l’histoire de la

biologie moléculaire. Les deux chercheurs

ont tout de suite compris quel était l’intérêt

de tels isotopes pour la recherche. L’emploi

expérimental du 11C s’avéra cependant

délicat et problématique, étant donné que 

la demi-vie de cet isotope n’est que de

21 minutes. C’est le recours au 14C, dont la

demi-vie est d’environ 5700 ans, qui permit

de suivre les produits transitoires des trans-

formations biochimiques même dans les

systèmes complexes ainsi que d’identifier

les organismes responsables de la synthèse

de certains produits d’assimilation dans 

un écosystème. La micro-autoradiographie

permet de visualiser directement les orga-

nismes qui catalysent une certaine trans-

formation biochimique dans un écosystème

(Fig.1). C’est au couple de chercheurs Luise

et Thomas Brock que l’on doit d’avoir

ouvert la voie de cette méthode [4].

La mise en évidence de

microorganismes spécifiques

Dans les années 70 et 80, les biologistes, et

en particulier les écologues microbiolo-

gistes, se consacrent en priorité au déve-

loppement de méthodes permettant d’iden-

tifier directement les microorganismes dans

les échantillons complexes prélevés dans le

milieu naturel.

Des composés spécifiques: Certaines sub-

stances ne sont présentes que chez des

groupes de microorganismes bien précis.

C’est le cas du coenzyme transporteur

d’électrons F420 que l’on ne trouve à une

exception près que chez les bactéries

méthanogènes. Cette substance est parti-

culièrement intéressante car elle possède

des propriétés fluorescentes qui peuvent

être mises à profit pour mettre en évidence

les bactéries qui la renferment (Fig. 2).

Procédés immunologiques: La mise en évi-

dence d’espèces données de bactéries par

voie immunocytochimique qui était déjà

largement pratiquée dans le domaine de la

Fig. 1: Autoradiogramme de bactéries épiphytes
(visibles en bas à gauche sous la forme de colonie
noires) vivant sur des rhodophycées marines. Les
bactéries ont été alimentées avec du glutamate au
14C comme source de carbone [tiré de 4].

Les stratégies biomoléculaires dans
le domaine de l’environnement 

135 ans d’une recherche captivante
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microbiologie médicale voit son champ

d’application s’étendre aux systèmes natu-

rels vers la fin des années 70. Il existait alors

déjà de multiples possibilités de marquage

permettant de visualiser des anticorps pré-

cis dans un organisme cible (Fig. 3). Ces

techniques allaient du marquage radioactif

à l’emploi de métaux lourds spécifiques et

de colorants fluorescents en passant par

celui d’enzymes catalysant des réactions

particulières (méthode ELISA). Le recours

aux anticorps permet même de mettre en

évidence des protéines isolées, en général 

des enzymes, dans une cellule donnée au

sein d’un système complexe. L’inconvenient

des techniques immunocytochimiques,

c’est que les organismes ou les protéines

qui doivent être reconnus par les anticorps

doivent tout d’abord être isolés. Ils sont 

en effet indispensables à la production des

anticorps.

Sondes à ARN et à ADN: La recherche a

effectué un véritable bond en avant avec le

développement dans la première moitié des

années 80 des sondes à ARN et à ADN.

Deux conditions étaient nécessaires à ce

progrès. Il fallait tout d’abord que l’on réa-

lise que l’ARN était une molécule universelle

permettant d’établir des liens de parenté

entre organismes et que l’on approfondisse

les recherches à ce sujet. Carl Woese [5] et

Norman Pace [6] furent les pionniers dans

ce domaine. Il fallait ensuite que l’ADN puis-

se être multiplié in vitro, c’est-à-dire en de-

hors de la cellule. En découvrant la réaction

en chaîne de la polymérase ou PCR («poly-

merase chain reaction»), Kary Mullis permit

en 1985 de s’engager dans cette voie [7]

(Fig. 4). Les sondes sont construites de

manière à reconnaître des séquences spé-

cifiques d’ARN ou d’ADN. Selon qu’il s’agit

de régions variables ou conservées, cette

technique permet une identification au ni-

veau des espèces ou de groupes entiers

d’organismes. Si, de plus, les sondes sont

combinées à des colorants fluorescents, 

les microorganismes marqués peuvent être

directement visualisés au microscope à

fluorescence. A l’aide de la PCR, il est

d’autre part possible d’isoler des séquences

de gènes inconnues issues d’un écosys-

tème quelconque pour les comparer par la

suite avec des séquences d’ADN connues

et cataloguées. Etant donné l’immensité 

des banques de données déjà établie, il y a

de grandes chances que les séquences

inconnues puissent être rattachées à des

fonctions spécifiques ou bien des groupes

d’organismes définis.

Identifier les facteurs et

éléments défavorables aux

organismes

Au-delà de la question de comprendre les

processus – qui fait quoi, où et comment –

se pose depuis quelques décennies celle

d’évaluer les causes et les conséquences

de dommages causés à l’environnement.

Au sein de cette thématique complexe, un

domaine de recherche porte sur l’étude des

produits chimiques toxiques susceptibles

de se retrouver dans le milieu naturel et de

porter atteinte aux organismes qui le peu-

plent. L’urgence avec laquelle il convenait

d’aborder ces questions a d’un côté généré

des progrès considérables au niveau de la

chimie analytique – on est aujourd’hui en

mesure de doser une multitude de polluants

à des concentrations même infimes dans

une matrice complexe. D’un autre côté, nos

connaissances sur la régulation des proces-

sus biomoléculaires constituent une base

précieuse pour la construction de ce que

l’on appelle des biosenseurs. Ceux-ci per-

mettent de mettre en évidence des concen-

trations infimes de polluants par l’expres-

sion d’enzymes spécifiques ou de protéines

fluorescentes. En outre, le séquençage de

génomes entiers donne la possibilité de ras-

sembler des groupes de gènes spécifiques

pour les reporter sur ce que l’on appelle des

puces à ADN. A l’aide de ces puces, il est

alors possible d’étudier les réactions des

gènes face aux produits chimiques et autres

nuisances écologiques.

Au cours des 150 dernières années, nous

avons parcouru un long chemin sur la voie

de la compréhension des aspects molécu-

laires de la vie dans un environnement en

évolution permanente. Les dernières 20 an-

nées en particulier ont été marquées par

une véritable explosion des connaissances

dans le domaine de la recherche appliquée.

Fig. 3: Des anticorps marqués avec des particules
d’or colloïdal (points noirs) permettent d’effectuer au
microscope électronique à transmission une identifi-
cation immunocytochimique de bactéries préparées
en coupes ultra-fines. La photo ci-dessus illustre le
marquage de Methanosaeta concilii, une bactérie
consommatrice d’acide acétique, sur un biofilm ob-
tenu sur acide propionique.

Fig. 4: Multiplication de fragments donnés d’ADN par la technique de la PCR. Le morceau d’ADN à amplifier est 
mis en solution avec deux amorces (A1 + A2) et une enzyme, la Taq polymérase. Le brassage est effectué de ma-
nière automatisée pendant 30 cycles de temperature dans un thermocycleur. Un cycle de température dure environ
4 minutes et se compose de trois étapes. 1ère étape: L’ADN est dénaturé à 95 °C; 2ème étape: La température est
baissé jusqu’à 37 °C maximale pour que les amorces puissent se fixer à l’ADN; 3ème étape: A une température de
75 °C, la Taq polymérase synthétise le brin complémentaire d’ADN.
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Fig. 2: F420 , un coenzyme transporteur d’électrons que
l’on rencontre presque exclusivement chez les bac-
téries méthanogènes. Cette substance devient fluore-
scente après excitation par de la lumière ultraviolette.
Cette propriété permet une identification directe des
bactéries méthanogènes dans les populations natu-
relles, comme ici des cellules de Methanobacterium
formicicum.
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L’EAWAG a été largement impliqué dans ce

phénomène comme l’illustrent les exemples

de travaux présentés dans ce numéro.

Effets et mise en évidence

des toxiques

L’arsenic constitue une nuisance ressentie

dans le monde entier. Il s’agit en effet de l’un

des polluants les plus importants de l’eau

potable. Au Bangladesh et au Vietnam, des

millions de personnes souffrent des suites

de contaminations par l’arsenic. Le dosage

de cet élément par des méthodes clas-

siques de chimie analytique est cependant

loin d’être évident et pratiquement impos-

sible sans un bon équipement de labora-

toire. J.R. van der Meer et J. Stocker (voir

p.12) ont mis au point un biosenseur bac-

térien facile à utiliser et sensible à des

concentrations même très faibles d’arsenic

(un millionième de gramme par litre). Les

bactéries génétiquement modifiées sont

porteuses de ce que l’on appelle un gène

rapporteur dont l’activation en présence

d’arsenic est suivie de la synthèse d’une

protéine rapporteur. Cette enzyme catalyse

une réaction associée à la libération d’une

coloration bleue. Selon la concentration en

arsenic, la quantité d’enzyme produite sera

plus ou moins grande et donc la quantité de

colorant bleu plus ou moins importante.

Toute personne même profane est donc en

mesure à l’aide de papier indicateur de

constater si un puits donné est contaminé

ou non par de l’arsenic.

Pendant de nombreuses années, l’écotoxi-

cologie était dominée par une approche

plutôt phénoménologique. Les nouvelles

méthodes de biologie moléculaire permet-

tent aujourd’hui d’étudier l’expression de

gènes spécifiques et la synthèse des pro-

téines correspondantes en réponse à des

stimuli précis. Quand un organisme entre en

contact avec un produit toxique, différents

gènes se trouvent activés. Les produits de

ces gènes sont impliqués dans les sys-

tèmes de défense des cellules contre le

toxique. Dans leur article de la page 15,

B. Fischer et R. Eggen montrent que l’acti-

vité des gènes de défense peut être mise 

à profit pour mettre en évidence certains

polluants. La réaction d’une cellule à un

toxique ne constitue cependant qu’une par-

tie de la réponse au problème. Il importe

également de comprendre de quelle ma-

nière les produits toxiques provoquent des

dommages, ce qui signifie qu’il est égale-

ment impératif de disposer d’informations

sur les réactions des polluants avec les

structures biologiques. B. Escher (voir p. 9)

et ses collaborateurs ont étudié toute une

série de réactions induites par les polluants

et décrivent les mécanismes d’action pri-

maires de tels réactifs.

Elimination de l’azote 

et pureté de l’eau potable

Un groupe d’ingénieurs et de microbiolo-

gistes (voir l’article de C. Fux et collabora-

teurs p. 20) ont étudié de concert de nou-

velles voies d’élimination de l’azote dans les

eaux usées. Le processus Anammox décou-

vert aux Pays-Bas dans lequel l’ammonium

est directement transformé en azote atmo-

sphérique en présence de nitrites mais sans

apport d’oxygène se prête particulièrement

bien au traitement des eaux polluées à forte

teneur en ammonium. Mais pour pouvoir

l’employer, il fallait tout d’abord identifier les

microorganismes responsables de cette

transformation. C’est à l’aide de sondes

génétiques spécifiques que l’on y est parve-

nu. La bonne applicabilité pratique du pro-

cédé Anammox a ensuite été testée dans

un réacteur pilote, ce qui fait que plus rien

ne s’oppose à sa mise en œuvre à grande

échelle dans les stations d’épuration.

La qualité sanitaire de l’eau potable est

encore actuellement contrôlée à l’aide de la

méthode de culture en boîte de gélose en

grande partie élaborée au XIXè siècle. Le

problème, c’est que cette méthode de cul-

ture est très demandeuse en temps. Elle ne

livre généralement de résultats qu’au bout

de 72 heures, 24 heures dans le meilleur des

cas. Les contaminations aiguës ne peuvent

donc pas être détectées à temps pour être

endiguées comme il se doit. Une méthode

basée sur la PCR permettrait d’effectuer un

grand pas en avant. Les contaminations

pourraient être identifiées au bout d’environ

quatre heures, les mesures nécessaires

pouvant être engagées de manière précoce.

Dans leur article de la page 18, A. Rust et

W. Köster montrent comment cette mé-

thode de contrôle de la qualité sanitaire des

eaux potables peut être appliquée.

Transfert de gènes 

et diversité génétique

Deux autres articles sont consacrés à des

aspects évolutionnaires. L’équipe de J.R.

van der Meer (voir p. 6) a été la première 

à montrer comment de gros morceaux

d’ADN étaient échangés entre bactéries.

Ces morceaux d’ADN sont appelés îlots gé-

nomiques; ils peuvent représenter plus de

10% du patrimoine génétique total et doter

les bactéries réceptrices de propriétés sup-

plémentaires, comme p. ex. celle de dégra-

der certains polluants. Le transfert de gènes

alors qualifié d’horizontal permet aux bacté-

ries de franchir des étapes importantes de

l’évolution en l’espace de quelques généra-

Alexander Zehnder, microbiolo-
giste, directeur de l’EAWAG et
professeur de protection des
eaux et de technologie de l’eau
à l’EPF de Zurich. Ses intérêts
scientifiques se portent sur la
microbiologie de l’environne-
ment, sur l’application des pro-
cessus microbiens aux biotech-

nologies de l’environnement et sur des questions de
développement durable.
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tions avec de grandes chances de succès.

M. Winder et P. Spaak (voir p. 22) ont étudié

la diversité génétique des puces d’eau dans

des lacs alpins situés à différentes altitudes.

Ce faisant, ils cherchaient à savoir si l’idée

communément admise selon laquelle plus

les lacs sont élevés, plus la diversité spéci-

fique des communautés planctoniques est

faible, était également valable au niveau de

la diversité génétique des populations. Les

auteurs concluent de leurs travaux que la

diversité génétique ne diminue pas avec

l’altitude, mais qu’elle peut encore être

considérable dans des lacs très élevés.

«More is different»

Les progrès très rapides réalisés au niveau

des méthodes de biologie moléculaire com-

portent le risque de nous faire perdre la vi-

sion d’ensemble, nous incitant par exemple

à essayer d’expliquer le fonctionnement de

tout un écosystème à partir d’une poignée

d’informations détaillées. L’important, c’est

d’adopter les stratégies de biologie molé-

culaire pour décrypter les phénomènes du

vivant au niveau des processus et de repor-

ter ensuite cette perception à la globalité 

du système. Dès 1972, Philip W. Anderson

constate dans son article intitulé «More is

different» que la décomposition d’un systè-

me en ses différents éléments ne suffit pas

à comprendre le fonctionnement de l’en-

semble [8]. Les deux approches sont né-

cessaires et, à l’EAWAG, nous en sommes

bien conscients.
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Les chromosomes sont en général considérés comme des molé-

cules stables devant être soigneusement copiées pour chaque

cellule fille nouvellement formée. A part quelques rares erreurs de

copiage («mutations»), il ne peut pas arriver grand chose à l’ADN

chromosomique. Mais en est-il vraiment ainsi? On sait maintenant

que les chromosomes bactériens comportent des «îlots géno-

miques», c’est-à-dire des régions de l’ADN capables de se séparer

elles-mêmes de leur chromosome, d’atteindre d’autres bactéries

et de s’insérer dans le chromosome récepteur. Leur fonction? Ils

dotent bien souvent les bactéries réceptrices de nouvelles pro-

priétés leur permettant par exemple d’infecter certains hôtes

eucaryotes ou de dégrader certains polluants.

Il y a près de dix ans que nous avons com-

mencé d’étudier le processus de transfert

horizontal de gènes entre bactéries (voir

glossaire). Notre objectif était de déterminer

la fréquence avec laquelle certains gènes

étaient transférés entre différentes bactéries

dans un environnement naturel. Pour notre

étude, nous avons choisi comme système

modèle la souche B13 de la bactérie Pseu-

domonas sp. isolée à partir de boues d’épu-

ration. Cette souche se sert exclusivement

de 3-chlorobenzoate comme source de

carbone et d’énergie (Fig. 1). Lors de sa

découverte en 1974, elle faisait partie des

rares souches bactériennes capables de

dégrader les composés chlorés. Cet aspect

était particulièrement intéressant puisque

de nombreux polluants appartiennent à la

famille des composés aromatiques chlorés.

Mais la souche B13 se distingue encore par

une autre propriété des plus spectaculaires:

ces bactéries sont en effet capables de

transférer ceux de leurs gènes impliqués

dans le métabolisme du 3-chlorobenzoate

vers d’autres espèces de bactéries et ce,

même au sein du microcosme d’un diges-

teur d’eaux usées [1]. On constata d’autre

part un fait tout à fait curieux: le taux de

transfert de gène horizontal semblait aug-

menter en présence de 3-chlorobenzoate.

Nous avons alors supposé que ce phéno-

mène était dû au fait que le 3-chloroben-

zoate favorisait la croissance des bactéries

recevant les gènes responsables de la dé-

gradation de ce composé. D’un autre côté,

nous ne savions pas encore trop comment

ces gènes pouvaient passer du B13 aux

autres bactéries.

Les gènes responsables de 

la dégradation du 3-chloro-

benzoate localisés sur un îlot

génomique

Nous nous sommes donc penchés avec

une attention particulière sur le mécanisme

de transfert de gène. Roald Ravatn, qui a

effectué une thèse sur ce thème, constata

que la bactérie «receveuse» avait en fait

reçu un fragment d’ADN de B13 contenant

au moins 100 000 paires de bases. Ce frag-

ment contenant les gènes responsables de

la dégradation du 3-chlorobenzoate fut ap-

pelé l’élément clc [2] (Fig. 2A) et l’on consta-

ta qu’il était inséré dans un ou deux sites

très spécifiques du chromosome récepteur.

Le chromosome de la souche B13 est lui-

même doté de deux copies de l’élément clc

qui ne semblent pas disparaître après trans-

fert vers une nouvelle bactérie (Fig. 2B).

Roald Ravatn identifia également le facteur

responsable de l’excision de l’élément clc

du chromosome de B13 et de sa réinsertion

dans le chromosome récepteur. Il s’agit

d’une enzyme appelée «intégrase». En com-

parant la composition biochimique de l’inté-

grase de la souche B13 avec d’autres pro-

téines, on constata qu’il existait une parenté

avec les intégrases des bactériophages 

qui intègrent leur génome aux chromo-

somes des cellules infectées, et avec les

intégrases de ce que l’on appelle les îlots

génomiques (voir glossaire) [3]. Le gène de

l’intégrase de la souche B13 est situé à

l’extrémité 5’ de l’élément clc (Fig. 2A).

Depuis quelques années, la découverte de

nouveaux îlots génomiques se fait à un ryth-

me grandissant. Ces progrès sont princi-

palement dus à la multiplication des projets

de séquençage des génomes. De grands

laboratoires sont parvenus à déterminer la

séquence de nucléotides complète de près

de 100 génomes bactériens. L’étude des

séquences complètes de nucléotides a ré-

vélé que de nombreuses bactéries portaient

des îlots génomiques et disposaient même

d’une multitude de copies différentes. Les

îlots génomiques se caractérisent par la

présence d’un gène codant pour une inté-

grase ainsi que par la présence d’un site

spécifique d’insertion sur le chromosome

récepteur (Fig. 2B). Toutes les informations

dont nous disposons sur l’élément clc indi-

quent qu’il s’agit bien d’un îlot génomique.

Fig. 1: Dégradation spécifique d’un composé aroma-
tique chloré, le 3-chlorobenzoate. Le produit 3-oxoa-
dipate entrera ensuite dans le métabolisme général.
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Ilots génomiques et transfert
horizontal de gènes entre bactéries
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Comment les îlots génomiques

se déplacent-ils?

Maintenant que nous savions que les gènes

responsables de la dégradation du 3-chlo-

robenzoate se situaient sur un îlot géno-

mique, il nous restait à nous pencher sur le

fait constaté antérieurement que le transfert

de l’élément clc était favorisé par la présen-

ce de 3-chlorobenzoate. C’est à ce stade

que Vladimir Sentchilo a entamé en 1999

une thèse de doctorat visant à déterminer

quels facteurs environnementaux ou cellu-

laires influaient sur le transfert de l’élément

clc. Etant donné que le transfert de l’élé-

ment clc est toujours précédé d’une activa-

ses efforts sur le gène codant pour l’inté-

grase et construit des bactéries rapporteurs

spécifiques (à la manière du biosenseur

pour la détection de l’arsenic, p. 12). Ces

bactéries rapporteurs portent une construc-

Glossaire

Ilots génomiques
Régions instables des chromosomes bactériens qui se transfèrent parfois elles-mêmes du
génome d’une bactérie à celui d’une autre. Elles produisent un accroissement de la vitalité des
bactéries et peuvent être classées en différentes catégories ou sous-types: par exemple, les
«îlots écologiques» des bactéries de l’environnement et les «îlots de pathogénicité» des bacté-
ries pathogènes qui comportent des fonctions auxiliaires intervenant au niveau de l’infection,
de la synthèse de toxines et de l’adhésion [4].

Green Fluorescent Protein ou GFP
Protéine rapporteur; les cellules dans lesquelles la GFP est synthétisée deviennent fluores-
centes et peuvent être observées au microscope à épifluorescence.

Transfert de gène horizontal
Echange d’ADN entre bactéries; par opposition au transfert de gène vertical qui correspond à
la transmission d’un gène d’un ancêtre commun à ses descendants. La reproduction des bac-
téries est généralement qualifiée d’asexuée car les bactéries ne pratiquent pas l’équivalent 
de la fusion génétique de deux cellules différentes qui est la caractéristique de la reproduction
sexuée des eucaryotes. Les bactéries sont néanmoins capables d’échanger des segments
d’ADN. Etant donné que ces segments peuvent se fixer dans un génome et conférer de nou-
velles propriétés à la bactérie receveuse, l’échange de gènes entre bactéries peut être consi-
déré comme une forme de sexualité bactérienne.

Promoteur
Région régulatrice d’un gène situé en tête de la région codante. L’activation du promoteur
induit la transcription de la région codante qui provoque la synthèse de la protéine correspon-
dante.

tion du gène codant pour l’intégrase, il nous

a semblé judicieux d’utiliser cette activation

comme indicateur de l’excision et du trans-

fert dont elle est toujours suivie. Dans ce

but, Vladimir Sentchilo a donc concentré

Fig. 2: L’élément clc (A) et sa propre vie hypothétique (B). Une fois activé, le l’élément clc est découpé du chromosome par l’intégrase et se trouve alors dans la cellule bacté-
rienne comme molécule d’ADN circulaire (= plasmide). Quand cette bactérie rencontre une deuxième bactérie sans l’élément clc, l’élément clc est transféré sous forme d’ADN
simple brin. Après réplication l’élément clc s’est réintégré également grâce à l’intégrase au site d’insertion dans les génomes des deux bactéries.

L’élément
clc en forme
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A

B
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tion moléculaire constituée du promoteur

(voir glossaire) du gène de l’intégrase cou-

plé au gène rapporteur de la «Green Fluo-

rescent Protein» (GFP, voir glossaire). La

présence de GFP dans la cellule révèlerait

donc une activation du promoteur du gène

de l’intégrase et donc la mise en route du

processus de transfert de l’élément clc.

A notre grande surprise, seule une petite

partie des cellules d’une culture de la

souche B13 développa un signal fluores-

cent (Fig. 3), ce qui indique que le méca-

nisme de transfert n’a été activé que dans

une petite partie de la population. Dans la

plupart des cas, cependant, les cellules qui

deviennent fluorescentes ne se trouvent

plus dans une phase de croissance active

(c.-à-d. dans des conditions de jeûne).

Autre observation surprenante, quand les

cellules avaient été cultivées en présence

de 3-chlorobenzoate, le nombre de cellules

fluorescentes en conditions de jeûne était

plus élevé que chez les cellules cultivées

avec d’autres sources de carbone. Ce ré-

sultat confirme notre observation initiale et

montre de plus que le 3-chlorobenzoate sti-

mule le transfert de l’élément clc à un stade

particulièrement précoce, c.-à-d. au niveau

de l’activation de l’expression du gène de

l’intégrase. On ignore cependant encore

pourquoi le gène de l’intégrase est activé

dans certaines bactéries et pas dans

d’autres.

Vladimir Sentchilo a d’autre part réussi à

identifier deux protéines qui semblent in-

fluencer l’expression du gène de l’intégrase

et peuvent être en rapport avec des signaux

cellulaires ou environnementaux. Curieuse-

ment, ces deux protéines sont codées par

l’îlot génomique lui-même (Fig. 2A) et en

consultant les bases de données, on

s’aperçoit que de nombreuses autres bac-

téries synthétisent des protéines similaires.

Pour mieux comprendre la fonction de l’îlot

génomique de la souche B13 ainsi que ses

rapports avec d’autres îlots génomiques sur

le plan de l’évolution, nous avons mainte-

nant décidé de déterminer la séquence

complète de l’ADN de ces bactéries. Ce

travail est réalisé en collaboration avec

l’Institut Pasteur de Paris et l’Institut de Re-

cherche sur le Génome (IfG) de l’Université

de Bielefeld en Allemagne. Nous espérons

que ces connaissances nous permettront

de comprendre les mécanismes de régula-

tion du transfert de l’élément de la souche

B13 ainsi que d’autres îlots génomiques.

Implications plus ou moins

désirables

S’il s’avère que certains polluants tels que 

le 3-chlorobenzoate stimulent réellement le

transfert de gène, il faut s’attendre à obser-

ver des effets sur les taux de dissémination

de certaines fonctions génétiques au sein

des communautés bactériennes. Du point

de vue de la dégradation des polluants, il

serait plutôt bénéfique de voir les gènes

responsables de leur dégradation plus lar-

gement répandus, leur biodégradation s’en

trouvant accélérée. Par contre, une dissé-

mination plus rapide de propriétés patho-

gènes permettant aux bactéries d’infecter

des hôtes eucaryotes ne constitue pas une

perspective très réjouissante. Il semble que

même les génomes des organismes consi-

dérés comme étant les plus petits du mon-

de vivant comportent des entités encore

plus petites, les îlots génomiques, qui sem-

blent avoir leur propre mode de vie.

Fig. 3: Le processus du transfert de l’élément clc est seulement activé dans très peu de bactéries d’une culture de
Pseudomonas sp. souche B 13. Veuillez comparer l’image microscopique en contraste de phase (gauche, noir sur
gris) avec le même détail (droit) montrant les bactéries activées comme cellules claires sur fond noir.
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Le risque écotoxicologique lié aux espèces

chimiques réactives ne peut être évalué de

manière satisfaisante à l’aide des tests clas-

siques. Cela est dû au fait que les molécules

réactives sont souvent rapidement hydro-

lysées et que les méthodes classiques ne

testent en fin de compte qu’une petite par-

tie du grand spectre d’action de ces com-

posés. Il est cependant particulièrement

important de déterminer le mécanisme d’ac-

tion des polluants chimiques étant donné

que c’est lui qui conditionne la toxicité po-

tentielle du produit. C’est pour cette raison

que nous nous attachons actuellement à

développer une batterie de tests bactériens

permettant de couvrir l’ensemble des mé-

canismes d’action des espèces chimiques

réactives.

Les polluants attaquent les

biomolécules

Tous les effets toxiques résultent en fin de

compte d’interactions primaires entre les

polluants et trois types de biomolécules: les

lipides membranaires, les protéines et

l’ADN [1]. Ces interactions vont des faibles

affinités régies par les forces de van der

Waals à la formation de liaisons chimiques

en passant par des interrelations spéci-

fiques dues p. ex. aux liaisons hydrogène ou

aux forces d’attraction entre charges oppo-

sées (Fig. 1). Les relations de faible intensité

induisent en général des effets non spéci-

fiques et réversibles et n’interviennent que

dans le cas de polluants hydrophobes. Les

interrelations spécifiques jouent p. ex. un

rôle dans les réactions d’inhibition enzy-

matiques dans lesquelles le polluant vient

s’imbriquer à la manière d’une clé dans une

serrure dans le site de fixation de l’enzyme

qui n’est plus en mesure de réagir avec son

substrat spécifique. Mais notre intérêt se

porte plus particulièrement sur les espèces

chimiques réactives qui établissent avec les

biomolécules cibles des liaisons chimiques

covalentes, en général irréversibles. Ces

espèces chimiques comptent un grand

nombre de substances présentant diffé-

rents groupes fonctionnels réactifs. On

trouve notamment dans cette famille de

composés les espèces réactives de l’oxy-

gène (voir l’article de B. Fischer, p. 15) et ce

que l’on appelle les réactifs électrophiles

sur lesquels se concentre plus particulière-

ment notre article.

La cellule se prémunit contre

les réactifs électrophiles

Les réactifs électrophiles sont des sub-

stances qui de par leur configuration élec-

tronique sont pauvres en électrons et ré-

agissent de préférence avec les groupes

nucléophiles (= riches en électrons) des

peptides, des protéines et de l’ADN. Leurs

cibles de prédilection sont les groupements

thiols des peptides et des protéines ainsi

que certains groupements oxygénés et azo-

tés de l’ADN (Fig. 2). Dans le pire des cas,

les protéines peuvent être endommagées

par les réactifs électrophiles au point de ne

EffetsLieu d’action

Effets reactifs
p. ex. altération des
membranes ou de l’ADN

Effets non spécifiques
p. ex. toxicité de base

Effets spécifiques
p. ex. fixation aux récepteurs
et inhibition enzymatique

Protéines et
peptides

Membranes
(lipides)

ADN

liaisons
covalentes

Non spécifiques:
van der Waals +

donneurs/accepteurs
d’H

Spécifiques:
donneurs/accepteurs

d’H, interactions
ioniques, «complé-

mentarité
stérique»

Interactions

Fig. 1: Classification des effets toxiques en fonction de la nature des interactions entre polluants et biomolécules
sur le lieu d’action.

Caractérisation des espèces
chimiques réactives d’après leur
mécanisme d’action primaire

Fig. 2: Deux exemples de modes d’action primaires
d’espèces réactives polluantes. Les réactions chi-
miques avec les protéines (A) ou l’ADN (B) induisent
des effets toxiques.
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Chacun de nous a été un jour ou l’autre confronté aux images

désolantes de poissons morts flottant le ventre en l’air vers le

rivage. Ces images nous font réaliser de façon brutale combien

les accidents majeurs dus aux produits chimiques peuvent être

dévastateurs pour les êtres vivants qui peuplent nos milieux aqua-

tiques. Mais notre environnement est également soumis en per-

manence à de faibles doses de polluants dont les effets passent

bien souvent inaperçus. Il est donc primordial d’apprendre la

manière exacte dont les polluants chimiques se comportent au

sein des êtres vivants qu’ils contaminent. Le but de notre travail

est d’identifier les mécanismes d’action primaires des molécules

réactives à l’aide de tests bactériologiques afin de pouvoir procé-

der à une classification des risques dus aux produits chimiques.
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plus pouvoir assurer leurs fonctions et les

réactions entre électrophiles et ADN peu-

vent déstabiliser cette macromolécule et

induire des mutations pouvant entraîner des

cancers. Les réactions avec les deux cibles

peuvent finalement mener à la mort.

Mais les cellules se prémunissent contre de

telles attaques. Le glutathion, un tripeptide

intracellulaire (Fig. 2), bloque les polluants

électrophiles, qui sont ensuite rejetés de la

cellule. Il existe aussi de nombreux sys-

tèmes chargés de réparer les dommages

causés à l’ADN, comme p. ex. des protéines

qui reconnaissent et réparent les erreurs 

qui se trouvent dans les séquences d’ADN.

Pour des concentrations de polluant élevées

et/ou des temps d’exposition prolongés,

ces systèmes de défense sont cependant

vite dépassés et des effets toxiques se pro-

duisent.

Evaluation de différents

mutants d’E. coli et de divers

types d’effets

Les méthodes qui détectent une activation

de ces systèmes de défense sont donc

toutes désignées pour être intégrées à des

tests visant une identification des méca-

nismes d’action primaires des réactifs élec-

trophiles. Il faut cependant tenir compte

d’un élément important: la toxicité d’une

substance électrophile ne dépend pas uni-

quement de sa réactivité chimique mais

aussi de sa concentration sur le lieu de la

réaction à l’intérieur de la cellule. Cette

concentration intracellulaire dépend à son

tour de la quantité de molécules électro-

philes qui sont absorbées par l’organisme,

de la manière dont le polluant se répand

dans celui-ci et de la capacité de l’orga-

nisme à le neutraliser en le transformant

rapidement en un composé moins nocif.

Ces processus ont donc une influence dé-

cisive sur la biodisponibilité du polluant

considéré. Dans le cas des organismes

unicellulaires, on peut supposer que la

concentration en polluant hydrophile sur le

lieu de la réaction est aussi élevée que la

concentration extracellulaire. C’est la raison

pour laquelle nous avons choisi de travailler

avec la bactérie Escherichia coli. Ce micro-

organisme présente également l’avantage

d’être disponible sous la forme de nom-

breux mutants en plus de la souche d’ori-

gine. Nous avons évalué tout un éventail de

souches d’E. coli des plus diverses. Pour

nos tests, les bactéries ont été exposées à

17 réactifs électrophiles différents (Tab. 1) et

nous avons mesuré les paramètres et types

d’effets suivants: inhibition de la croissance,

concentration intracellulaire de glutathion,

interruption des brins d’ADN et activation

Tab. 1: Les 17 polluants de notre étude et leur mode d’action primaire.

Structure Biomolécule altérée

Epoxide

Oxyde de styrène R = phényle ADN

Epoxy 2,3-propylbenzène R = benzyle ADN

2-(4-nitrophényle)-oxirane R = p-nitrophényle ADN et protéines

1,2-époxybutane R = C2H5 ADN

Epichlorohydrine R = CH2Cl ADN et protéines

2-méthyl 2-vinyloxirane ADN et protéines

Réactifs organochlorés

Chlorure de benzyle R = H ADN et protéines

Chlorure de 3-méthylbenzyle R = m-CH3 ADN et protéines

Chlorure de 4-nitrobenzyle R = p-NO2 ADN et protéines

2,3-dichloro-1-propylène ADN et protéines

trans-1,4-dichloro-2-butène ADN et protéines

Substances avec doubles liaisons réactives

Acroléine R = H Protéines

Acrylate d’éthyle R = O-C2H5 Protéines

Acrylate de 2-hydroxyéthyle R = O-C2H4-OH Protéines

Acrylate d’isobutyle R = HO-sec-C4H9 Protéines

Acrylonitrile Protéines

Acrylamide Protéines
O

H2N

N

O

R

Cl
Cl

Cl
Cl

Cl

R

O

O
R

de différents mécanismes de réparation de

l’ADN [2].

Deux paires de souches d’E. coli
utilisées comme biosenseurs

Nous avons obtenu des résultats particu-

lièrement probants avec deux paires de

souches d’E. coli. Les souches MJF276

(glutathion+) et MJF335 (glutathion–) ne se

distinguent que par rapport à leur capacité

de synthétiser du glutathion, sinon elles

sont génétiquement semblables. De même

les deux souches MV4108 (ADN–) et
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Fig. 4: Toxicité (CE50) des polluants étudiés. Compa-
raison des CE50 pour E. coli avec les CE50 pour les
algues, les daphnies et les poissons.
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Fig. 3: Courbes de croissance des deux paires de souches d’E. coli glutathion+/glutathion– et ADN+/ADN– expo-
sées à différentes concentrations de polluants.
A: Exemple de l’acrylate de 2-hydroxyéthyle, un polluant altérant les protéines.
B: Exemple de l’oxyde de styrène, un polluant altérant l’ADN.
C: Exemple du chlorure de benzyle, un polluant non spécifique qui réagit aussi bien avec les protéines qu’avec l’ADN.
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de croissance chez la paire de souches

ADN+/ADN–, la croissance de la souche

ADN– étant nettement inhibée contraire-

ment à celle de la souche ADN+ (Fig. 3B).

Ce groupe de substances auquel appartien-

nent les trois époxydes étudiés (Tab. 1) ne

provoque pas de différence de croissance

entre les souches glutathion+ et glutathion–.

Nous avons d’autre part identifié un troi-

sième groupe de composés à la réactivité

non spécifique, puisqu’elles attaquent aus-

si bien les protéines que l’ADN (Tab. 1) et

induisent des différences de croissance au

sein des deux paires de souches (Fig. 3C).

Validation et perfectionnement

des tests

Les résultats de cette étude peuvent non

seulement servir à une classification des

modes d’action mais également à une des-

cription des effets sur les organismes aqua-

tiques. C’est particulièrement évident quand

on compare les CE50 des substances appli-

quées à E. coli avec celles obtenues dans

des essais réalisés sur des organismes

aquatiques. On constate qu’il existe une

corrélation linéaire entre les différentes CE50

(Fig. 4). On appelle CE50 la concentration

d’un polluant pour laquelle on observe 50%

d’un certain effet toxique, dans notre cas

l’inhibition de la croissance chez E. coli et

algues ainsi que la mortalité chez Daphnia

et des poissons.

L’étude décrite ici n’est qu’un début dans 

le domaine de l’évaluation des espèces

chimiques réactives d’après leur mode

d’action primaire. D’un côté, il est prévu

d’intégrer les paires de souches présentées

dans des batteries de tests écotoxicolo-

giques; d’un autre côté, les concepts doi-

vent encore être perfectionnés et étendus 

à d’autres modes d’action. Il n’est cepen-

dant possible de réaliser une évaluation du

risque écotoxicologique différenciée qu’à

partir du moment où l’on a déterminé la

chaîne de causalité entre les interactions

primaires au niveau moléculaire et les effets

observables au niveau des populations ou

des écosystèmes.

MV1161 (ADN+) sont génétiquement iden-

tiques mis à part leur capacité de réparation

de l’ADN: dans la première, plusieurs gènes

codant pour des enzymes de réparation ont

subi une mutation annihilant leur fonction

alors qu’ils sont intacts dans la dernière.

Les paires de souches de bactéries ont été

cultivées en suspension dans un milieu

liquide contenant différentes concentra-

tions des réactifs électrophiles à étudier.

L’inhibition de la croissance a ensuite été

mesurée. Ces analyses ont montré que les

espèces chimiques réactives connues pour

leur action dommageable au niveau des

protéines induisaient de nettes différences

de croissance chez les souches glutathion+

et glutathion– alors qu’elles n’influaient 

pas sur la croissance des souches ADN+

et ADN– (Fig. 3A). Les six substances à

doubles liaisons activées que nous avons

étudiées (Tab. 1) font partie de ce groupe 

de composés chimiques. A l’inverse, les

réactifs connus pour leurs effets au niveau

de l’ADN induisent de fortes différences 
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Des biosenseurs bactériens 
pour la détection de l’arsenic 
dans l’eau potable

L’arsenic est l’un des polluants inorganiques de l’eau potable les

plus préoccupants de par le monde. La situation est particulière-

ment alarmante au Bangladesh où plus d’un million de personnes

présentent déjà des signes d’empoisonnement. Pour être en

mesure d’analyser l’eau des quelque 9 millions de puits privés 

du pays, il est besoin d’une méthode de terrain qui soit à la fois

peu onéreuse, fiable et suffisamment sensible. Pour répondre à

ces besoins, une équipe de l’EAWAG a mis au point une méthode

de dosage de l’arsenic reposant sur un biosenseur spécifique. 

Ce test à bandes de papier indicateur fait appel à des bactéries

génétiquement modifiées qui produisent une coloration bleue en

présence de faibles concentrations d’arsenic. L’EAWAG a déposé

une demande de brevet pour cette innovation.

L’arsenic inorganique est un polluant com-

mun de l’eau potable fort répandue dans 

le monde entier [1–3]. Etant généralement

d’origine géochimique, les arséniates et

arsénites peuvent se trouver dans les eaux

souterraines à des concentrations allant

jusqu’à 1 à 2 mg par litre. La plupart des

pays admettent pour l’arsenic un seuil de

toxicité dans l’eau potable situé entre 10 et

50 µg par litre. Même à des concentrations

de l’ordre de 50 µg par litre, une exposition

chronique à l’arsenic provoque ou aug-

mente le risque de contracter des arsé-

noses et des cancers induits par l’arsenic. Il

est donc primordial que les eaux contenant

de l’arsenic ne soient pas utilisées pour 

la consommation. Malheureusement, cer-

taines régions du monde connues pour leur

très forte exposition à l’arsenic dans l’eau

potable, comme le Bangladesh et le Viet-

nam, font partie de celles qui disposent de

l’infrastructure scientifique la plus faible [1,

2]. D’autre part, la distribution d’eau potable

de ces deux pays est gérée de manière

locale, la plupart des ménages disposant de

leur propre captage. Etant donné que l’on

sait maintenant qu’il est très difficile d’esti-

mer précisément le degré de contamination

des différents captages parce que les

concentrations d’arsénites présentent de

fortes variations stationnelles et saison-

nières, l’analyse détaillée de la qualité de

l’eau potable est un élément capital de la

stratégie de lutte contre la contamination

par l’arsenic, du moins tant qu’il n’existe

pas de méthode efficace d’élimination de ce

polluant.

Dosage de l’arsenic

L’arsenic est traditionnellement dosé par

colorimétrie, p. ex. par la méthode au bro-

mure mercurique. Cette méthode à la base

de nombreux kits de mesure sur le terrain

s’est cependant avérée inefficace pour des

concentrations inférieures à 70 µg par litre

et s’accompagne en outre d’une libération

d’arsine gazeuse et de métaux lourds (Zn,

Hg, Sn). Par contre, le dosage de l’arsenic

par spectrophotométrie d’absorption ato-

mique ou par spectroscopie de fluorescen-

ce atomique est très précis et absolument

fiable, mais nécessite des moyens finan-

ciers considérables. C’est pour pallier cette

situation que l’EAWAG a mis au point un test

simple, précis et bon marché faisant appel à

des bactéries génétiquement modifiées ser-

vant de biosenseurs pour la détection de

l’arsenic. Comment cela a-t-il été possible?

L’idée d’exploiter les méca-

nismes naturels de défense

des bactéries contre l’arsenic

L’arsenic n’est pas uniquement toxique

pour les êtres humains et les animaux. Sa

toxicité a également été constatée chez 

des organismes primitifs tels que les bacté-

Les cellules bactériennes du biosenseur luminescent
doivent être impérativement conservées au frais.

Les cellules sont transférées dans une plaque de
microtitration renfermant différents échantillons d’eau.

Le luminomètre permet de mesurer l'importance de la
contamination des échantillons d'eau par de l'arsenic.
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ries. Celles-ci disposent de quelques méca-

nismes biochimiques relativement efficaces

pour neutraliser les ions arsénites et arsé-

niates qui pénètrent dans la cellule (Fig. 1).

Deux protéines bactériennes bien connues

se chargent de ces deux formes d’arsenic.

La première est une pompe intégrée dans 

la paroi cellulaire bactérienne qui expulse

tout arsénite rencontré dans la cellule vers

l’extérieur où il ne peut plus causer de dom-

mages. La seconde protéine est appelée

«arséniate réductase» et réduit les arsé-

niates en arsénites.

Une autre protéine est nécessaire pour que

la réaction de défense se déclenche dès

que de l’arsenic est présent au sein de la

cellule. Cette protéine appelée ArsR est 

une sorte de détecteur d’arsenic. Elle peut

se fixer de deux manières différentes: en

l’absence d’arsenic, elle est fixée sur un

élément spécifique de l’ADN et empêche la

transcription des gènes de défense contre

l’arsenic par l’appareil de transcription

(Fig. 1). Cette répression n’est cependant

pas totale et de petites quantités d’ArsR,

d’arséniate réductase et de pompe à arsé-

nites sont toujours présentes. Quand de

l’arsénite pénètre dans la cellule, l’ArsR

change de comportement; elle vient immé-

diatement se fixer sur le composé arsénié et

perd son affinité pour le site de l’ADN dont

elle se détache. Le mécanisme de défense

n’est donc plus inhibé par l’ArsR et la cellule

produit une quantité accrue de pompes à

arsénites et d’arséniate réductases.

Pour mettre au point le biosenseur à arse-

nic, nous avons tiré profit des propriétés

biochimiques de l’ArsR. A la seule différen-

ce que notre but n’était pas de déclencher

le mécanisme de défense mais plutôt la

production d’autres protéines ou enzymes

faciles à détecter quand la cellule entre en

contact avec les arsénites. C’est là que le

génie génétique entre en jeu. Des manipula-

tions génétiques permettent de transformer

les bactéries de manière à ce qu’elles pro-

duisent une réaction lumineuse ou un signal

fluorescent ou encore une réaction colori-

métrique quand elles se trouvent en pré-

sence d’arsénites [4]. Nous avons donc 

relié entre eux le gène codant pour l’ArsR, le

site fixateur de l’ArsR sur l’ADN et un gène

rapporteur codant pour une enzyme lumi-

nescente, la luciférase (Fig. 1). Après avoir

introduit cette construction génétique dans

des cellules d’Escherichia coli, le biosen-

seur était en principe prêt [5].

Un biosenseur luminescent très

sensible en suspension liquide

Comment utiliser le nouveau biosenseur

bactérien? Sous leur forme la plus simple,

les cellules de biosenseur sont cultivées

dans un milieu nutritif liquide jusqu’à ce que

la culture atteigne une densité d’environ

2x108 cellules par ml. Les bactéries sont

alors collectées et remises en suspension

dans une solution saline de glycérol puis ré-

parties en aliquotes et congelées à –80 °C.

De telles aliquotes restent viables pendant

plus de 5 ans. Pour effectuer un test, les ali-

quotes sont décongelées, diluées avec du

milieu de culture frais pour ranimer les cel-

lules et mélangées avec l’échantillon d’eau

à analyser. On procède parallèlement à un

étalonnage du système à l’aide de solutions

standards de concentrations connues en

arsénites allant de 0 à 0,5 µM (entre 0 et

40 µg d’arsenic par litre). Il est possible

d’analyser des volumes d’eau très faibles

puisque le volume minimal du mélange ne

doit être que de 200 µl. D’autre part, de

nombreux échantillons peuvent être ana-

lysés simultanément. Pour l’analyse, les

cellules sont mises en incubation à 30 °C

pendant au moins 30 minutes, le temps né-

cessaire à la production de luciférase bac-

térienne. Après incubation, une goutte de

substrat spécifique de la luciférase (n-déca-

nal) est ajoutée à la solution et l’émission lu-

mineuse est mesurée dans un luminomètre.

La courbe d’étalonnage obtenue avec ces

cellules de biosenseur est en général li-

néaire dans le domaine de concentration en

arsénites compris entre 0 et 0,5 µM (Fig. 2).

Pour des concentrations plus élevées ou

Fig.1: Principe de la défense contre l’arsenic chez les bactéries (A) et des biosenseurs à arsenic (B). La protéine de régulation ArsR se fixe sur une zone spécifique de l’ADN et
inhibe l’expression des gènes codant pour les protéines impliquées dans les mécanismes de défense contre l’arsenic. Quand les arsénites pénètrent ou sont formées dans les
cellules, ils se fixent aux ArsR qui se détachent de l’ADN alors à nouveau accessible à l’appareil de transcription. Les gènes de résistance à l’arsenic (codant pour l’ArsR elle-
même, pour la pompe à arsénites et pour l’arséniate réductase) ou le gène rapporteur (codant pour la luciferase, la «Green Fluorescent Protein» ou la β-galactosidase) sont alors
exprimés. 
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pour des solutions inconnues, il est néces-

saire de procéder à des dilutions permettant

de se placer dans le domaine de linéarité

pour obtenir des résultats précis.

Un biosenseur plus simple à

bandes de papier indicateur

La méthode décrite plus haut n’est pas

assez simple pour le terrain et limite son uti-

lisation au laboratoire. Il y a pour cela deux

raisons principales: d’une part, elle néces-

site l’utilisation d’un luminomètre qui est 

un appareil relativement onéreux, et d’autre

part, la manipulation des cultures bacté-

riennes en milieu liquide est trop délicate

pour le terrain. C’est pourquoi nous avons

tenté de mettre au point un autre système

de biosenseur dans lequel les cellules bac-

tériennes génétiquement modifiées seraient

immobilisées sur une bande de papier indi-

cateur. A la place du gène rapporteur de la

luciférase, ce second système comprend un

gène codant pour la β-galactosidase, une

enzyme qui produit une réaction colorée, 

ici en présence d’arsenic. Ces cellules de

biosenseur sont comme précédemment

tout d’abord cultivées en milieu liquide,

mais sont placées après collecte dans une

solution contenant divers sucres et acides

aminés ainsi que de la gélatine. De petites

quantités de ce mélange sont alors dépo-

sées sur des bandes de papier (Fig. 3) qui

sont ensuite précautionneusement séchées

à température contrôlée et sous vide partiel.

Les cellules fixées sur les bandes de papier

restent actives pendant environ 1 mois si

elles sont stockées entre –20 et 30 °C. Pour

réaliser un test colorimétrique, il suffit de

placer une bande de papier indicateur dans

un flacon contenant 1 ml d’échantillon à

analyser et de la laisser incuber pendant

30 minutes à 30 °C avant de la retirer. On

dépose alors sur le papier une goutte de

substrat spécifique de la β-galactosidase et

on obtient une coloration bleue dont l’inten-

sité dépend de la quantité de β-galactosi-

dase. L’intensité de la coloration donne une

mesure qualitative de la quantité d’arsenic 

à laquelle ont été exposées les cellules. Si

l’on compare cette indication à celle donnée

par une solution standard contenant 10 ou

50 µg d’arsenic par litre, on peut estimer 

si la concentration de l’échantillon se situe

au-dessus ou en dessous du seuil fixé pour

l’eau potable (Fig. 3). Le papier indicateur

au biosenseur donne donc un résultat

moins précis que le biosenseur liquide dont

il ne possède pas non plus la longue durée

de conservation, mais il semble mieux

adapté à une utilisation sur le terrain.

Questions en suspens

Voilà pour les aspects techniques. Des

questions et problèmes importants restent

à régler avant que le biosenseur puisse être

utilisé pour des analyses de routine sur le

terrain. Par exemple, comment garantir la

qualité des cellules de biosenseur (c’est-à-

dire leur potentiel d’activation immédiate)?

Quelle est la qualité des résultats du biosen-

seur par rapport aux analyses chimiques?

La composition chimique des échantillons

d’eau a-t-elle une influence sur les résultats

du test? Les autorités locales des pays en

voie de développement sont-elles assez

bien formées pour manier correctement le

biosenseur? Qu’advient-il des bactéries

génétiquement modifiées après le test?

C’est en procédant pas à pas que l’on pour-

ra apporter des réponses aux questions

encore en suspens. L’EAWAG a déposé une

demande de brevet auprès de l’Office euro-

péen des brevets. De plus, l’EAWAG est à la

recherche de partenaires industriels poten-

tiels qui seraient disposés à acquérir une

licence à la technologie du biosenseur à

arsenic et à financer les développements

futurs. Les nouvelles améliorations et tests

effectués sur les biosenseurs permettront,

espérons-le, d’obtenir une comparaison

réaliste des résultats des tests à biosen-

seurs et des méthodes d’analyse chimique

ainsi que de leurs champs d’application.
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Fig. 2: Exemple de courbe d’étalonnage pour le bio-
senseur à luciférase. Des concentrations croissantes
d’arsénites (allant de 0,05 à 0,5 µM) induisent une
augmentation linéaire de la luminescence produite
par les cellules de biosenseur. 

Jan Roelof van der Meer, voir portrait page 8.

Coauteur: Judith Stocker

Fig. 3: Le test de détection de l’arsenic par papier indicateur: bandes de papier (4x0,5 cm) portant des taches de
cellules bactériennes desséchées (flèche). Après incubation dans des échantillons d’eau arséniée, les cellules pro-
duisent de la β-galactosidase. L’activité de cette enzyme est rendue visible par la conversion de son substrat en
une molécule de couleur bleue (encart). L’intensité de la coloration dépend de la concentration en arsénites.

0 0,1 0,5 µm
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Quand les cellules animales ou végétales sont exposées à cer-

tains polluants, divers composés oxygénés toxiques se forment

en leur sein, notamment l’oxygène singulet. Les cellules disposent

fort heureusement de mécanismes moléculaires de défense

contre ces produits hautement réactifs. Une équipe de l’EAWAG

étudie actuellement le comportement de l’algue verte unicellulaire

Chlamydomonas reinhardtii en présence d’oxygène singulet. Ces

travaux doivent à long terme permettre de développer un bio-

senseur pour la détection de l’oxygène singulet qui servirait donc

en même temps d’indicateur indirect de la présence de polluants.

La molécule d’oxygène est une base indis-

pensable de la vie des organismes supé-

rieurs puisque c’est la respiration qui per-

met aux plantes et aux animaux de déve-

lopper l’énergie nécessaire à la croissance

et au métabolisme cellulaire. Mais l’oxygène

peut également constituer un danger de

mort quand des espèces réactives de l’oxy-

gène (voir encadré et Fig. 1) se forment au

sein des cellules où leur action oxydatrice

peut occasionner de sérieux dommages [1].

Si les cellules ne parviennent pas à neutra-

liser ce stress oxydatif, elles peuvent subir

au niveau de certains de leurs composants

intrinsèques comme les lipides, les pro-

téines et l’ADN des dommages tels qu’ils

peuvent même entraîner leur mort. La for-

mation des espèces réactives de l’oxygène

peut être accélérée sous l’effet de certains

facteurs, notamment une exposition des or-

ganismes à des métaux lourds ou à certains

polluants organiques comme les herbicides

et les composés halogénés. Cet effet des

polluants peut de plus être accentué par un

fort rayonnement solaire. Cepandant, très

souvent les cellules ont développé des mé-

canismes spécifiques de détoxification de

ces espèces réactives de l’oxygène [2].

Différents scénarios 

de défense moléculaire

En simplifiant un peu, on peut décrire une

réaction de défense au niveau moléculaire

de la façon suivante [3]: la cellule dispose

de détecteurs qui l’avertissent dès qu’une

situation de stress apparaît, comme p. ex. 

la formation intracellulaire d’espèces réac-

tives de l’oxygène. Dès que l’alarme est

déclenchée, il se produit une activation des

gènes de stress suivie de leur transcription,

le nombre de copies des gènes de stress

(ARN messagers) dépendant de l’intensité

du signal d’alarme et de l’activation. Cette

réaction conduit enfin à la synthèse des

protéines de stress correspondantes. Leur

fonction est soit d’éliminer directement la

cause du stress, p. ex. de transformer les

espèces réactives de l’oxygène en formes

inoffensives, soit de réparer les dommages

occasionnés à la cellule. Celle-ci synthétise

deux types de protéines de stress: des pro-

téines de stress généralistes et des pro-

téines de stress très spécialisées capables

de contrer de manière ciblée, rapide et effi-

cace des facteurs de stress bien particuliers

[4]. Le mode d’activation génétique donne

donc souvent une indication sur la nature et

l’intensité d’un stress subi par la cellule. On

se sert aujourd’hui de l’expression (l’inten-

sité d’activation) de gènes spécifiques pour

développer des biosenseurs biologiques

Fig. 1: Formation d’espèces réactives de l’oxygène à partir d’oxygène moléculaire par réduction incomplète ou par
transfert d’énergie de la lumière. Les espèces de l’oxygène indiquées entre parenthèses sont instables et donnent
immédiatement leur forme protonée.

Espèces réactives 

de l’oxygène

L’oxygène moléculaire, tel qu’il est présent
dans la nature, est de par sa configuration
électronique un composé peu réactif et
donc inoffensif pour les êtres vivants. Il
peut cependant être activé de manière
physique par transfert d’énergie ou de
manière chimique par transfert d’électrons.
On désigne par espèces réactives de l’oxy-
gène ces molécules d’oxygène excitées,
car elles sont particulièrement réactives.
Dans les organismes aérobies, elles peu-
vent déjà se former dans des conditions
physiologiques normales. L’anion super-
oxyde, le peroxyde d’hydrogène et le radi-
cal hydroxyle  se forment par transfert
d’électrons provenant p. ex. de la chaîne
respiratoire des mitochondries (Fig. 1) [1].
Si par contre de l’énergie provenant p. ex.
du rayonnement solaire est transférée à 
la molécule d’oxygène c’est ce que l’on
appelle de l’oxygène singulet qui se forme
(Fig. 1). L’oxygène singulet ne se distingue
pas de la molécule d’oxygène par sa com-
position chimique mais par sa configura-
tion électronique; il réagit très rapidement
avec les composants de la cellule et donne
naissance à des hydroperoxydes orga-
niques. Les acides gras insaturés dans les
membranes réagissent particulièrement
vite avec l’oxygène singulet, ce qui peut
entraîner la formation de peroxydes lipi-
diques et donc une altération des mem-
branes. Il est ainsi vital pour tous les orga-
nismes de disposer de mécanismes de
défense efficaces contre l’oxygène singu-
let et les dommages qu’il peut occasionner.
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pour la détection et le dosage de polluants,

comme p. ex. celui mis au point par

l’EAWAG pour le dosage de l’arsenic (voir

l’article de J.R. van der Meer, p. 12). Le pro-

jet présenté ici a pour but de développer un

biosenseur pour la détection dans l’eau de

polluants provoquant dans les cellules la

formation d’espèces réactives de l’oxygène.

Etant donné que les connaissances sur les

mécanismes de défense contre l’oxygène

singulet (voir encadré et Fig. 1) sont encore

assez minces, nous portons tous nos efforts

sur ce réactif-là.

Des puces à ADN livrent 

les premiers éléments

d’information

Les organismes capables de photosynthèse

sont particulièrement sensibles au stress

oxydatif [2] étant donné que l’appareil

photosynthétique est une source impor-

tante de composés oxygénés réactifs. C’est

pour cette raison que nous avons choisi

comme modèle pour notre étude un orga-

nisme photosynthétique, la chlorophycée

flagellée unicellulaire Chlamydomonas rein-

hardtii. Cette chlorophycée présente la

même structure cellulaire que les algues et

les plantes supérieures, est facile à cultiver

et se prête bien à l’emploi de techniques 

de biologie moléculaire [5]. Autre avantage

décisif, on dispose depuis peu de puces à

ADN renfermant l’information génétique de

C. reinhardtii. Les puces à ADN permettent

d’étudier l’expression de la majorité des

gènes d’un organisme [3,6] et donc, comme

dans notre cas, de mettre en évidence des

gènes de défense spécifiques encore in-

connus.

Un total de 2792 gènes de C. reinhardtii se

trouvait fixés sur les puces à ADN que nous

avons utilisées. Pour faire la distinction

entre les gènes de défense spécifiquement

axés sur l’oxygène singulet et les gènes non

spécifiques impliqués dans un stress oxy-

datif, nous avons réalisé les expériences

avec des puces à ADN en utilisant soit l’oxy-

gène singulet soit le H2O2, un réactif oxygé-

né fort répandu. Une étude comparative de

l’expression des gènes dans les deux cas

révèle de nettes différences: certains gènes

sont activés par l’oxygène singulet mais pas

par H2O2 (voir la photographie d’une puce 

à ADN en page de couverture: chaque point

correspond à un gène de Chlamydomonas;

les gènes induits sont en rouge, ceux qui

sont réprimés en vert et les gènes dont

l’expression reste inchangée en jaune).

Une induction spécifique due 

à l’oxygène singulet

Les gènes dont l’induction par l’oxygène

singulet était la plus forte et la plus spéci-

fique ont été étudiés plus avant pour carac-

tériser leur expression et leur fonction dans

le cas d’autres types de stress. Dans le

cadre de ces tests, un gène s’est avéré

particulièrement intéressant. Il s’agit d’un

gène homologue de la glutathion peroxy-

dase (Gpxh) qui appartient à une famille de

gènes impliqués dans d’autres organismes

dans la dégradation des hydroperoxydes

organiques [7]. Bien que le gène Gpxh soit

également induit par d’autres espèces réac-

tives de l’oxygène, son expression est

maximale en présence de l’oxygène sin-

gulet (Tab. 1) [8]. Cette observation semble

indiquer que dans Chlamydomonas un ré-

cepteur spécifique détecte la présence de

l’oxygène singulet et que cette réaction est

suivie d’une activation ciblée de gènes de

Stress cellulaire Polluant Facteur d’induction

Peroxyde d’hydrogène H2O2 (2 mM) 2,8

Anion superoxyde Ménadione (5 µM) 6,4

Hydroperoxydes organiques Tert-butyl-hydroperoxyde (0,1 mM) 4,7

Oxygène singulet Rose Bengal à la lumière (5 µM) 78,9

Rose Bengal (témoin) Rose Bengal à l’obscurité (5 µM) 3,1

Inhibition de la photosynthèse DBMIB (herbicide) (1 µM) 9,5

Choc thermique Passage de 25 °C → 40 °C 1,3

Sel/stress osmotique NaCl (200 mM) 1,5

Tab. 1: Activation du gène du Gpxh dans des cellules de Chlamydomonas soumises à différents types de stress.
Des cultures de Chlamydomonas ont été exposées pendant 60 minutes aux différents facteurs de stress. 
Facteur d’induction = quotient de l’expression du gène du Gpxh dans la culture stressée sur l’expression du gène
du Gpxh dans la culture témoin. L’expression du gène du Gpxh est représentée par la quantité d’ARN messager
synthétisée par l’appareil de transcription.

Culture de Chlamydomonas sur milieu gélosé en boîte
de Pétri ...

… ou en milieu liquide à température et éclairement
constants.

Pour les essais d’induction, les cellules d’algues sont
transférées sur des plaques de culture de cellules.
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défense spécifiques de cette forme de

l’oxygène.

Le promoteur du Gpxh examiné

de plus près

Pour nous faire une idée plus exacte du

mécanisme d’induction du gène Gpxh, nous

nous consacrons en ce moment à une

étude détaillée du promoteur de ce gène. Le

promoteur est la région d’ADN située avant

la séquence codante qui contrôle l’expres-

sion du gène. Il comprend des éléments

régulateurs auxquels peuvent se fixer ce

que l’on appelle des facteurs de transcrip-

tion entraînant alors une activation du gène.

Ces éléments régulateurs présentent une

séquence de nucléotides bien précise qui

ne peut être reconnue que par le facteur de

transcription qui lui correspond (Fig. 2). Une

comparaison avec la séquence d’autres

gènes a permis de détecter un tel élément

régulateur dans le promoteur du Gpxh. En

réalisant une expérience dans laquelle l’élé-

ment régulateur était coupé du promoteur,

nous avons pu montrer que cet élément

jouait un rôle important pour l’induction du

gène par l’oxygène singulet. Le gène de

Gpxh ainsi modifié n’était en effet plus acti-

vable par l’oxygène singulet [8]. Dans une

deuxième étape, nous avons cherché à

savoir ce qui se passerait si cet élément

régulateur du Gpxh était intégré dans la

région du promoteur d’un autre gène qui

n’est normalement pas activé par l’oxygène

singulet. Pour cette expérience, nous avons

choisi de travailler sur le gène de la β-tubu-

line de Chlamydomonas. Ce gène code

pour la tubuline qui est une protéine struc-

turale que l’on trouve dans le flagelle de

nombreuses microalgues dont Chlamydo-

monas. Nous avons effectivement observé

une légère activation du gène modifié de la

β-tubuline par l’oxygène singulet. Ces deux

expériences montrent que l’élément régu-

lateur du Gpxh joue un rôle important dans

le mécanisme d’activation du gène par

l’oxygène singulet. Bien que l’élément pré-

sente une grande homologie avec deux élé-

ments régulateurs de mammifères connus

et bien caractérisés, il n’a pas été possible

de l’identifier formellement comme l’un 

des deux. Il se peut que les éléments de 

la séquence n’aient pas été entièrement

conservés entre algues et mammifères. Il

est également concevable que l’élément

régulateur du Gpxh soit un élément régula-

teur nouveau et jusqu’à présent inconnu.

Nous ne pourrons répondre à ces questions

que lorsque le facteur de transcription qui

lui correspond sera isolé et caractérisé.

Des efforts de recherche sont encore né-

cessaires pour déterminer plus précisé-

ment s’il existe un mécanisme spécifique

d’induction du Gpxh par l’oxygène singulet

dans Chlamydomonas. Si c’était le cas,

l’élément régulateur du Gpxh pourrait servir

au développement d’un indicateur molécu-

laire de pollution. Un tel biosenseur permet-

trait de détecter et de doser les polluants à

l’origine de la formation d’oxygène singulet

dans les cellules.

[1] Halliwell B., Gutteridge J.M.C. (1999): Free radicals in

biology and medicine. Oxford science publications,

3rd edition. Clarendon Press, Oxford, New York, 968 p. 

[2] Mendez-Alvarez S., Leisinger U., Eggen R.I.L. (1999):

Adaptive responses in Chlamydomonas reinhardtii.

International Microbiology 2, 15–22.

[3] Eggen R.I.L. (2002): L’emploi de traceurs biologiques

en écotoxicologie. EAWG news 52, 8–9.

[3] Gille G., Sigler K. (1995): Oxidative stress and living

cells. Folia Microbiologica 40, 131–52.

[5] Rochaix J.-D., Michel G.-C., Sabeeha M. (1998): The

molecular biology of chloroplasts and mitochondria in

Chlamydomonas. Advances in photosynthesis, Vol. 7.

Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, 760 p.

[6] Rockett J.C., Dix D.J. (2000): DNA arrays: technology,

options and toxicological applications. Xenobiotica 30,

155–177.

[7] Leisinger U., Rüfenacht K., Zehnder A.J.B., Eggen

R.I.L. (1999): Structure of a glutathione peroxidase

homologous gene involved in the oxidative stress re-

sponse in Chlamydomonas reinhardtii. Plant Science

149, 139–149.

[8] Leisinger U., Rüfenacht K., Fischer B., Pesaro M.,

Spengler A., Zehnder A.J.B., Eggen R.I.L. (2001): 

The glutathione peroxidase homologous gene from

Chlamydomonas reinhardtii is transcriptionally up-

regulated by singlet oxygen. Plant Molecular Biology

46, 395–408.

Fig. 2: Mécanisme possible d’activation du gène Gpxh par l’oxygène singulet. En présence d’oxygène singulet, le
facteur de transcription du Gpxh passe de sa forme inactive à sa forme active et se fixe sur l’élément régulateur 
du Gpxh. C’est seulement à partir de ce moment-là que l’appareil de transcription peut venir se fixer sur le gène
pour le lire.
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Beat Fischer, biologiste molécu-
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doctorat à la division «Micro-
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écotoxicologie moléculaire» de
l’EAWAG.
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L’algue unicellulaire biflagellée Chlamydomonas vue
au microscope (Grossissement: 100x).
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Les analyses de routine permettant de juger de la qualité des eaux

de consommation font appel à la méthode de culture sur substrat

nutritif solide destinée à dénombrer des bactéries. Cette méthode

est cependant très demandeuse en temps. Les résultats sont au

plus tôt disponibles au bout de 24 heures. Pour pallier cet incon-

vénient, des chercheurs de l’EAWAG tâchent de mettre au point

une méthode d’analyse plus rapide. Le recours à de nouvelles

techniques de biologie moléculaire semble bien prometteur, mais

la mise au point finale de la méthode est loin d’être évidente.

Il y a déjà plusieurs décennies que la me-

sure de paramètres bactériologiques fait

partie des analyses de routine effectuées

pour s’assurer de la qualité de l’eau de

consommation. Les méthodes employées

sont basées sur la mise en évidence d’orga-

nismes indicateurs comme p. ex. l’entéro-

bactérie Escherichia coli [1]. On part du

principe que ces bactéries inoffensives sont

libérées en même temps que d’éventuels

germes pathogènes et qu’elles peuvent 

tout comme eux se retrouver dans l’eau de

consommation. Pour mettre en évidence

E. coli, la méthode de culture sur milieu

solide, à la fois simple et peu onéreuse, est

employée depuis des décennies avec suc-

cès. Elle présente cependant l’inconvénient

d’être très demandeuse en temps: Il faut au

mieux compter 24 heures avant d’obtenir un

résultat. Dans certaines situations, il serait

pourtant fort souhaitable de savoir plus

rapidement si l’eau potable distribuée ré-

pond réellement aux normes d’hygiène.

Ainsi par exemple, après plusieurs jours de

fortes pluies, il se pourrait que certaines

eaux servant à l’approvisionnement en eau

potable se trouvent mal filtrées ou contami-

nées par des substances fécales et se re-

trouvent malencontreusement dans l’eau de

consommation. Dans une telle situation, il

serait impératif que le fournisseur d’eau

potable prenne immédiatement les mesures

qui s’imposent pour décontaminer le sys-

tème de distribution des eaux (désinfection,

nettoyage) et qu’il informe sans délai la

population sur la nécessité de faire bouillir

l’eau avant de la consommer. Si le résultat

des analyses n’est connu qu’au bout de

24 heures, il peut être déjà trop tard. C’est

pour répondre à ce besoin de détection pré-

coce des contaminations que des cher-

cheurs de l’EAWAG tentent actuellement de

mettre au point une méthode d’analyse plus

rapide basée sur des techniques de biologie

moléculaire.

La méthode de référence à E. coli
L’eau potable fait partie des denrées ali-

mentaires et doit donc répondre aux cri-

tères définis par l’Ordonnance suisse sur

l’hygiène [2]. Celle-ci stipule que l’analyse

de qualité doit reposer sur des méthodes 

de référence extraites du Manuel suisse des

denrées alimentaires [3]. D’autres méthodes

peuvent être employées «à condition que

les résultats qu’elles fournissent, comparés

à ceux des méthodes de référence, condui-

sent de manière probante à une apprécia-

tion identique» [2]. La méthode de référence

utilisée pour la mise en évidence d’E. coli

dans l’eau potable est la méthode de cultu-

re en boîte de gélose (Fig. 1). L’Ordonnance

sur l’hygiène impose pour E. coli la valeur

de tolérance «non détectable dans 100 ml

d’eau analysée». Le protocole expérimental

de la méthode de référence prévoit donc de

filtrer 100 ml d’eau à analyser à l’aide d’une

membrane retenant E. coli et d’autres bac-
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Fig. 1: Etapes et temps nécessaires pour l’analyse de la qualité microbiologique de l’eau par la méthode de culture en boîte de gélose (en haut) et la nouvelle méthode PCR
alternative (en bas).

Une nouvelle perspective pour
l’analyse de la qualité de l’eau potable

A la recherche d’une méthode alternative, plus rapide
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téries. Ce filtre est ensuite placé sur une

boîte de Pétri emplie de milieu de culture

gélifié sur lequel les cellules bactériennes 

se multiplient pour former des colonies

pouvant être dénombrées. Les colonies

d’E. coli sont identifiées à l’aide d’une réac-

tion enzymatique qui produit une coloration

bleue en leur présence (Fig. 1, en haut).

La méthode d’analyse alternative

Les techniques de biologie moléculaire

offrent de nouvelles possibilités pour la

mise au point de méthodes d’analyse plus

rapides. Il nous a semblé prometteur de

recourir à la réaction en chaîne de la poly-

mérase (PCR, Polymerase Chain Reaction,

Fig. 1 en bas). Dans cette technique, de

petits fragments portant l’information géné-

tique d’E. coli (ADN) sont multipliés en

cycles d’amplification répétés. Les frag-

ments synthétisés peuvent ensuite être dé-

tectés à l’aide d’un colorant fluorescent qui

se fixe au sein de l’ADN bicaténaire. Dans 

la méthode que nous utilisons, la PCR en

temps réel, la fluorescence est mesurée

directement et entrée sur ordinateur. Le

résultat correspond au nombre de cycles

d’amplification nécessaires pour que la

fluorescence atteigne le seuil de détection.

En ce qui concerne l’eau à analyser, cela

signifie: plus il y de cellules d’E. coli (et donc

d’ADN) dans l’échantillon, moins il faut de

cycles d’amplification pour pouvoir détecter

les fragments d’ADN synthétisés. Une étape

importante de notre protocole de PCR est le

prétraitement enzymatique des échantillons

avec une DNase pour éliminer tout résidu

éventuel d’ADN libre provenant de cellules

bactériennes mortes. Cette démarche per-

met d’éviter les résultats faussement posi-

tifs.

Une nette différence

Pour vérifier que les résultats de la méthode

PCR développée correspondent bien à ceux

obtenus avec la méthode classique de cul-

ture en boîte de gélose, de l’eau potable a

été contaminée au laboratoire avec des cel-

lules d’E. coli et conservée à 4 °C. Pendant

un mois, des échantillons ont été régulière-

ment prélevés dans cette réserve et analy-

sés par les deux méthodes. Au début de

l’expérience (temps 0), les deux méthodes

ont permis de mettre les bactéries en évi-

dence (Fig. 2A + B). Avec le temps, cepen-

dant, le nombre de bactéries détectées avec

la méthode classique a rapidement chuté.

Nous nous attendions donc à ce que la fluo-

rescence après PCR soit détectable au bout

d’un nombre de cycles croissant avec la

durée de l’expérience. Ce ne fut pas le cas.

Même au bout d’un mois, la PCR permettait

encore de mettre en évidence des cellules

d’E. coli qui, apparemment, ne furent plus

aptes à se développer sur milieu de culture.

De telles cellules bactériennes, qui ne se

développent plus en culture mais qui peu-

vent tout de même être détectées avec

d’autres méthodes, sont qualifiées de

viables mais non cultivables (VBNC, «viable

but not culturable»). Dans le milieu de la

microbiologie, la question est controversée

de savoir s’il est important ou non de détec-

ter les stades VBNC chez les indicateurs

comme E. coli ou chez les bactéries patho-

gènes. Certains expériences indiquent que

de telles bactéries peuvent «se réveiller» ou

redevenir infectieuses [4], d’autres confir-

ment le contraire [5, 6]. Concernant nos ex-

périences, l’explication la plus plausible est

que les cellules meurent peu à peu, et ce,

avec une vitesse qui varie en fonction de

leur «passé».

Les méthodes établies sont

difficiles à remplacer

Cette expérience simple montre bien que

les deux méthodes ne livrent pas les mêmes

conclusions et donc que la méthode PCR

ne constitue pas une alternative acceptable

pour la méthode de culture sur milieu solide.

Les principes sur lesquels les deux mé-

thodes sont basées, la capacité de multipli-

cation d’une part et la mise en évidence de

fragments d’ADN spécifiques d’autre part,

sont probablement trop différents pour livrer

des résultats similaires. On voit combien la

définition des valeurs de tolérance bactério-

logiques dépend de la méthode d’analyse

employée.

Dans la littérature, certains auteurs propo-

sent de faire précéder la PCR d’une courte

période de culture de quelques heures. Ceci

permet d’obtenir une meilleure concor-

dance avec les résultats de la méthode de

référence [7]. On se trouve actuellement

dans un climat de discussion accompagné

d’efforts de normalisation visant l’établisse-

ment de standards pour la validation de mé-

thodes d’analyse alternatives [8]. Considé-

rée isolément, la méthode de PCR décrite

ici pourrait s’établir comme une méthode

«nouvelle». Mais il faudrait pour cela définir

exactement dans quel stade physiologique

les cellules d’E. coli doivent être détectées.

Il nous semble tout de même que le champ

d’application de notre méthode se trouve

plutôt au niveau de la recherche qu’à celui

des analyses de routine de la qualité de

l’eau de consommation.
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Fig. 2: Résultats de la mise en évidence d’E. coli par la
méthode de culture en boîte de gélose (A) et par la
méthode PCR (B) dans une eau sciemment contami-
née. Contrôles effectués sur des échantillons témoins
d’eau non contaminée; Méthode de culture: = 0 colo-
nie, méthode PCR: seuil de détection non atteint au
bout de 40 cycles d’amplification.
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En tant qu’état riverain du Rhin, la Suisse s’est engagée à réduire

ses rejets d’azote dans la Mer du Nord. A l’heure actuelle, l’élimi-

nation de l’azote dans les stations d’épuration se fait généralement

en ajoutant à grands frais une étape supplémentaire au traitement

biologique des eaux usées. Dans les années 90, de nouvelles

études ont cependant révélé qu’une élimination pouvait aussi se

produire dans des conditions de fonctionnement imprévues. Ce

phénomène est attribuable à un genre bactérien identifié depuis

peu et également détecté dans les stations d’épuration suisses.

Tirant profit de cette constatation, des ingénieurs des procédés

ont mis au point une nouvelle technique d’élimination durable de

l’azote.

On entend par élimination de l’azote la

transformation de composés azotés bio-

disponibles comme l’ammonium (NH4
+), les

nitrites (NO2
–) et les nitrates (NO3

–) en azote

moléculaire gazeux (N2) inoffensif et pou-

vant être libéré dans l’atmosphère. Les pro-

cédés d’épuration des eaux font aujourd’hui

le plus souvent appel à la technique de

nitrification-dénitrification biologique pour

éliminer l’azote (voir encadré). Les stations

de traitement des eaux polluées suisses

font souvent l’économie de l’étape de dé-

nitrification, ce qui fait qu’une assez grande

partie de l’azote est encore rejettée dans les

cours d’eau sous forme de nitrates. En tant

qu’état riverain du Rhin, la Suisse s’est ce-

pendant engagée dans le cadre de l’Ordon-

nance sur la protection des eaux de 1998 à

réduire ses rejets d’azote dans le Rhin de

2000 tonnes jusqu’en 2005, ce qui l’oblige à

prendre très bientôt des mesures efficaces

dans ce sens. Il serait fort onéreux d’équi-

per toutes les stations d’épuration suisses

d’une étape supplémentaire de nitrification-

dénitrification, procédé nécessitant par

ailleurs une grande quantité d’énergie et de

ressources [1]. Il est donc nécessaire de

développer des procédés innovateurs et

plus économiques.

A la poursuite du micro-

organisme inconnu

Dans les années 80 et 90, certaines obser-

vations donnaient à penser que la technique

de nitrification-dénitrification n’était pas le

seul moyen d’éliminer l’ammonium, mais

qu’il existait probablement des microorga-

nismes capables d’oxyder l’azote ammonia-

cal en azote gazeux en présence de nitrites

et sans apport d’oxygène. Des chercheurs

hollandais et allemands ont été les premiers

à identifier ces microorganismes. Il s’agit de

bactéries de l’ordre des planctomycètes:

Brocadia anammoxidans et Kuenenia stutt-

gartiensis [2, 3]. Le phénomène d’oxydation

anaérobie de l’ammonium a également pu

être observé dans la station d’épuration 

de Kölliken en Suisse qui ne dispose pas de

zone de dénitrification. Les études que nous

avons menées dans cette station ont mon-

tré qu’un système de biofilm à plusieurs

couches s’y était formé. Les biofilms de ce

genre présentent de forts gradients d’oxy-

gène, la couche supérieure pouvant p. ex.

être bien oxygénée alors que la couche

inférieure fixée au support fonctionne en

anaérobiose [4]. Nous avons donc supposé

que les microorganismes que nous cher-

chions se trouvaient dans la couche la plus

profonde du biofilm. Grâce à des sondes

génétiques spécifiques et à la technique

d’hybridation in situ en fluorescence (FISH)

[5], nous avons effectivement pu démontrer

que cette zone abritait une grande quan-

tité de bactéries planctomycètes (Fig. 1).

Cependant, jusqu’à présent personne au

monde n’est encore parvenu à obtenir des

cultures pures de ces nouvelles bactéries 

à l’aide des méthodes traditionnelles de

microbiologie. Nous avons toutefois réussi 

à concentrer un échantillon de biofilm jus-

qu’à obtenir un taux de 90% de plancto-

mycètes parmi les bactéries isolées [6]. Les

bactéries de la station de Kölliken sont éga-

lement de l’espèce Kuenenia stuttgartien-

sis. Des essais de biologie moléculaire et de

physiologie ont démontré que K. stuttgar-

tiensis était capable d’oxyder l’ammonium

en conditions anaérobies pour former de

l’azote gazeux (voir encadré) [3, 6]; ce pro-

cessus est appelé Anammox («anaerobic

Fig. 1: Agrégats de bactéries Anammox rendus visible
à l’aide d’un microscope électronique.

Nitrification
= oxydation aérobie de l’ammonium par
des bactéries nitrifiantes.
En présence d’oxygène (O2), l’azote ammo-
niacal (NH4

+) est transformé en nitrites
(NO2

–) puis en nitrates (NO3
–):

NH4
+ + 1,5 O2 ⇒ NO2

– + H2O + 2 H+

NO2
– + 0,5 O2 ⇒ NO3

–

Dénitrification
= réduction des nitrates par des bactéries
dénitrifiantes.
En présence de carbone organique (p. ex.
méthanol) et en conditions anaérobies, 
les nitrates sont réduits en azote gazeux
moléculaire (N2):
NO3

– + carbone organique ⇒ N2 + 2 CO2

Anammox
= Oxydation anaérobie de l’ammonium par
des bactéries Anammox.
En présence de nitrites et en conditions
anaérobies, l’ammonium est oxydé en
azote moléculaire gazeux:
NH4

+ + NO2
– ⇒ N2 + 2 H2O
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ammonium oxidation» = oxydation anaéro-

bie de l’ammonium).

L’oxydation anaérobie de

l’ammonium – un procédé

durable d’élimination de l’azote

Ces éléments constituaient une base scien-

tifique solide sur laquelle les ingénieurs des

procédés pouvaient s’appuyer. Les stations

d’épuration pratiquant une fermentation

des boues produisent un surnageant par-

ticulièrement riche en ammonium; en effet,

cet effluent renferme encore de 15 à 20%

de la charge en azote des eaux polluées

arrivant à la station. A l’heure actuelle, ce

surnageant est renvoyé en tête de station

où, mélangé avec les eaux usées provenant

du réseau d’assainissement, il est traité

dans le bassin à boues activées. Au lieu de

faire «recirculer» ce surnageant, on pourrait

le traiter à part avec le nouveau procédé

Anammox, ce qui économiserait énergie 

et ressources. Cette dernière solution né-

cessite un apport extérieur de nitrites, non

contenus dans le surnageant lui-même

mais par ailleurs synthétisés lors de la nitri-

fication (voir encadré). Un procédé en deux

étapes semble donc tout indiqué (Fig. 2).

Dans un premier réacteur aéré, l’azote am-

moniacal est partiellement oxydé en nitrites

(nitritation partielle). Les nitrites formés et

l’ammonium restant sont ensuite conduits

dans un deuxième réacteur dans lequel ils

subissent en anaérobiose une réduction

aboutissant à la production de N2 molécu-

laire (Anammox). L’ensemble du procédé

est nommé «nitritation partielle/Anammox»

ou plus brièvement procédé Anammox.

Jusqu’à présent, ce procédé n’est employé

que pour le traitement des eaux usées

riches en ammonium. Grâce aux méthodes

de génie génétique, les bactéries Anammox

peuvent être mises en évidence à tout mo-

ment, ce qui peut être très utile pendant la

phase de lancement du procédé ou en cas

de panne.

Comparé à la méthode classique de nitrifi-

cation-dénitrification, le procédé Anammox

présente les avantages suivants (Fig. 3):
� L’apport d’oxygène peut être réduit de

60%. L’énergie nécessaire à l’aération du

bassin est ainsi économisée.
� Les bactéries Anammox n’ont pas besoin

de carbone organique pour leur croissance.

Dans la technique de nitrification-dénitrifi-

cation, au contraire, il est nécessaire d’ap-

porter du carbone organique, p.ex. sous

forme de méthanol.
� Les bactéries Anammox produisent moins

de biomasse, ce qui permet de réduire la

masse de boues d’épuration à éliminer.

Ainsi, non seulement le procédé Anammox

demande moins d’énergie et de ressources

mais il est en plus moins coûteux que la

méthode traditionnelle de nitrification-déni-

trification.

Le procédé Anammox au banc

d’essai

Pour estimer la faisabilité de ce procédé à

deux étapes, l’EAWAG s’est associé à la

station d’épuration de Werdhölzli (Zurich) 

et à d’autres partenaires pour construire et

faire fonctionner une installation pilote de

4 m3 [7]. Les essais réalisés sur ce modèle

ont permis de mieux appréhender le pro-

cessus et de confirmer sa bonne faisabilité.

Ils ont de plus apporté les données néces-

saires au dimensionnement et à la bonne

exploitation d’une installation à l’échelle

industrielle.

On observe malheureusement encore une

certaine réserve vis-à-vis de ce nouveau

procédé. Elle s’explique principalement par

la faible vitesse de croissance des bactéries

Anammox ainsi que par le manque d’expé-

rience pratique avec le procédé. Mais étant

donné les nombreux avantages qu’il pré-

sente, on peut s’attendre à voir les premiers

réacteurs Anammox apparaître dans les

stations d’épuration dans les années qui

viennent.

Christian Fux, ingénieur des
procédés, a terminé début 2003
sa thèse sur le procédé Anam-
mox à la division «Génie de
l’environnement» de l’EAWAG. 
Il effectue depuis un stage post-
doctoral à l’«Advanced Waste-
water Management Centre» de

l’Université Queensland en Australie.
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Fig. 2: Le procédé Anammox.

Fig. 3: Comparaison du procédé Anammox avec la méthode classique d’élimination de l’azote par nitrification-
dénitrification.
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La diversité génétique
des daphnies dans les
lacs alpins

Il y a déjà plus de 100 ans que la recherche scientifique s’intéresse

de près à la diversité du zooplancton et du phytoplancton des lacs

alpins. Il est aujourd’hui unanimement admis que la richesse spéci-

fique des communautés planctoniques diminue avec l’altitude. Nous

avons voulu savoir si ce phénomène se manifestait également au

niveau des populations et nous avons pour cela mené une étude

sur un organisme zooplanctonique bien typique, la daphnie ou puce

d’eau. Nous avons étudié la diversité génétique de 11 populations

de daphnies évoluant dans des lacs de montagne de différentes

altitudes. La diversité génétique s’est avérée fort disparate.

Les conditions environnementales extrêmes

qui règnent dans les régions alpines font

que rares sont les espèces végétales et

animales qui ont pu s’adapter pour y vivre.

C’est la raison pour laquelle la biodiversité,

ou plus exactement la richesse spécifique,

diminue avec l’altitude. Ce que l’on ne sait

pas exactement par contre, c’est si la diver-

sité génétique, qui est une partie de la

biodiversité, est également concernée par

ce phénomène. Nous avons cherché à

répondre à cette question en étudiant les

populations de daphnies de différents lacs

des montagnes suisses. Ces organismes

planctoniques sont particulièrement inté-

ressants pour une telle étude car ils ont la

particularité de pouvoir se reproduire aussi

bien de manière sexuée qu’asexuée (par-

thénogenèse) [1].

Reproduction asexuée et 

œufs de résistance

Si les conditions environnementales sont

clémentes, la parthénogenèse est la forme

de reproduction habituelle des daphnies.

Dans cette forme de reproduction, les

femelles parthénogénétiques donnent nais-

sance à des organismes-filles génétique-

ment identiques (des clones). Les daphnies

sont ainsi en mesure de se reproduire de

manière exponentielle en un rien de temps.

Cette propriété leur permet de profiter au

mieux de la période de croissance relative-

ment courte qui caractérise les lacs alpins.

Quand les conditions environnementales se

détériorent, s’il se produit p. ex. une chute

de température ou une pénurie alimentaire,

les daphnies produisent des mâles et for-

ment des femelles capables de reproduc-

tion sexuée. Dans la poche incubatrice de

ces femelles, les œufs fécondés de manière

sexuée sont entourés d’une coque pro-

tectrice très résistante, formant ce que l’on

appelle un éphippium, et libérés lors de la

prochaine mue. Les éphippies peuvent sub-

sister pendant des années au sein des sédi-

ments dans lesquels ils se sont déposés.

Quand les conditions sont favorables, ces

œufs donnent naissance à des femelles par-

thénogénétiques et le cycle vital reprend.

Si les conditions restent favorables tout au

long de l’année, il n’y a pas production

d’œufs de résistance et les générations par-

thénogénétiques se succèdent les unes aux

autres.

Environnement, reproduction 

et diversité génétique

Dans notre projet, nous avons cherché à

savoir comment les conditions environne-

mentales, la forme de reproduction et la

diversité génétique dépendaient les unes

des autres dans les lacs alpins. Pour ce

faire, nous avons étudié 11 lacs situés à

différentes altitudes dans les montagnes

suisses et présentant des conditions envi-

ronnementales de plus en plus rudes avec

l’altitude. Des prélèvements ont été effec-

tués pendant quatre années de suite (de

1997 à 2000) en fin d’été ou en début d’au-

tomne dans les populations de daphnies de

ces lacs.

Nos essais étaient basés sur les hypothèses

suivantes:

� Les lacs alpins doivent présenter une forte

proportion d’individus sexués (issus de re-

production sexuée) étant donné que les

daphnies ne peuvent survivre aux hivers

froids et pauvres en nourriture que sous la

forme d’œufs de résistance.
� Chez les daphnies, la diversité génétique

dépend principalement de l’échange sexué

de matériel génétique. Nous sommes donc

partis du principe que les populations de

lacs dans lesquels les daphnies se repro-

duisent majoritairement de façon sexuée

présentaient une diversité génétique plus

élevée que les autres.
� Etant donné que les conditions environne-

mentales deviennent de plus en plus rudes

avec l’altitude, il nous semble donc que la

diversité génétique des populations de

daphnies doit augmenter avec l’altitude et

non pas diminuer comme le fait la richesse

spécifique. Il faut s’attendre à ce que la

diversité génétique des lacs de haute mon-

tagne soit plus élevée que celle des lacs de

basse altitude.

Des populations généralement

dominées par les individus

sexués

La part relative des daphnies sexuées 

et asexuées dans les lacs alpins étudiés

s’est avérée être très variable, allant de 2 à

90% (Fig. 1 en bas). Dans 8 des 11 lacs de

montagne étudiés se trouvaient davantage

d’individus sexués qu’asexués. Dans les

deux lacs alpins de plus basse altitude, le

lac inférieur et le lac supérieur d’Arosa, nous

n’avons pu mettre en évidence que des

femelles asexuées. A l’inverse, les prélève-

ments effectués dans le Riffelsee II, le lac le

plus élevé de l’étude, ne comprenaient pra-

tiquement que des individus sexués. Entre

ces deux extrêmes, la distribution des daph-

nies sexuées et asexuées était cependant

très hétérogène, ce qui fait qu’il est impos-

sible de dégager une tendance particulière.

Nous avons d’autre part constaté avec sur-

prise que contrairement aux lacs de basse

altitude dans lesquels les mâles représen-

tent souvent moins d’1% des populations,

les lacs de montagne que nous avons étu-

diés présentaient jusqu’à 30 à 40% de

mâles. La part des mâles sexués y était de

plus toujours supérieure à celle des femelles

sexuées.

La diversité génétique

Pour déterminer la diversité génétique des

différentes populations de daphnies, nous

avons étudié jusqu’à 80 daphnies par lac à

l’aide de la méthode des allozymes (voir

encadré). La diversité clonale livre un pre-

mier indice. Elle correspond au nombre de



La méthode d’étude génétique

L’analyse des allozymes par électrophorèse est une méthode qui a fait ses preuves pour déter-
miner la diversité génétique au niveau des populations [2]. Elle est basée sur le principe suivant:
L’information génétique d’une enzyme peut se trouver une seule fois ou plusieurs fois dans le
génome d’un organisme. Si plusieurs gènes codent pour cette enzyme, ces différents gènes
peuvent avoir été modifiés au cours de l’évolution, en général suite à des mutations. La consé-
quence en est que les cellules synthétisent plusieurs enzymes, dites des allozymes, différant
légèrement par leurs séquences d’acides aminés mais assumant la même fonction que l’enzyme
d’origine. Dans le cas le plus simple, il n’existe que deux allozymes qui ne se distinguent que
par un seul acide aminé. Si le nouvel acide aminé a une charge électrique différente de celui
d’origine, les deux allozymes présentent des vitesses de migration différentes dans un champ
électrique et peuvent donc être séparées par électrophorèse puis mises en évidence à l’aide
d’une réaction spécifique avec un substrat adéquat. Si l’on couple cette dernière réaction avec
une réaction colorée, l’enzyme peut être directement mise en évidence sur le gel d’électropho-
rèse sous la forme d’une bande. Cette méthode indique le nombre de variantes d’une enzyme
qui existe dans une population et permet donc de mesurer sa diversité génétique. 
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clones différents contenus dans une popu-

lation. Nous avons trouvé entre 2 et 42

clones différents dans les 11 lacs de mon-

tagne étudiés (Fig. 1 en haut). C’est dans le

Melchsee et le Lago Cadagno que la diver-

sité clonale était la plus élevée.

Il est possible de décrire la diversité géné-

tique de manière plus détaillée si l’on consi-

dère la fréquence de chacun des clones 

en plus de la diversité clonale. En effet, une

population comprenant 10 clones de même

fréquence est plus diversifiée qu’une popu-

lation dans laquelle un des 10 clones est

dominant et représente 99% des individus.

Nous avons donc calculé pour chacune des

11 populations étudiées l’indice de diversité

de Simpson (DSim = 1– ∑pi
2, pi = proportion

d’un clone i dans la population) (Fig.1 en

haut). Cet indice donne la probalibité que

deux individues choisi au hasard ont une

structure genetique distinct. Des valeurs

élevées du DSim (près de 1) indiquent que la

population est composée de nombreux

clones présentant à peu près la même fré-

quence et présente donc une grande diver-

sité. Une valeur faible du DSim (près de 0)

indique qu’un clone est dominant dans la

population et traduit donc une faible diver-

sité. Nos résultats montrent que la diversité

des populations de daphnies était élevée

dans nombreux lacs et assez bas dans le

lac de Arosa supérieur ainsi que dans le

Leisee et le Riffelsee II.

La structure génétique spatiale

des daphnies est complexe

La forte proportion d’individus sexués

constatée dans les lacs alpins constitue un

élément étonnant et indique que les daph-

nies ne sont à même de résister aux condi-

tions hivernales difficiles de nombre d’entre

eux que sous la forme d’œufs de résistance.

Il faut cependant noter que la part d’indi-

vidus sexués n’était pas en relation avec la

diversité génétique qu’elle soit exprimée

sous la forme de diversité clonale ou d’in-

dice de diversité de Simpson. Nous n’avons

d’autre part pas pu mettre en évidence de

corrélation entre la diversité génétique des

daphnies et l’altitude des lacs alpins étu-

diés. Nous avons comparé nos résultats

avec la diversité génétique de populations

de daphnies de deux lacs de plaine, le Grei-

fensee (DSim = 0,96) et le Lac des Quatre-

Cantons (DSim = 0,48). Il s’est avéré que la

diversité génétique de certains lacs de

montagne peut être tout aussi faible que

celle du Lac des Quatre-Cantons ou bien

tout aussi élevée que celle du Greifensee.

Nos travaux [3] constituent une première

contribution à l’étude de la diversité géné-

tique d’une espèce zooplanctonique parti-

culièrement importante dans les lacs alpins

ainsi qu’à la détermination des facteurs sus-

ceptibles de l’influencer. Il semble cepen-

dant que la reproduction sexuée des daph-

nies ne s’accompagne pas nécessairement

une augmentation de la diversité génétique.

Force est donc de supposer que d’autres

facteurs tels que la présence de certaines

espèces ou de certains hybrides de daph-

nies jouent un rôle plus important que la

forme de reproduction ou bien que seul un

nombre limité de clones est adapté aux

conditions extrêmes des lacs d’altitude. Il

semble d’autre part qu’une grande diversité

génétique ne soit pas nécessairement ga-

rante de survie pour les daphnies dans les

lacs alpins. Celle-ci est plus probablement

assurée par d’autres stratégies comme une

grande plasticité au niveau du comporte-

ment ou du cycle vital.
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Fig. 1: Etude des populations de daphnies de 11 lacs des montagnes suisses situés à différentes altitudes. 
En bas: Part relative des individus sexués et asexués; En haut: Diversité génétique exprimée par le nombre de
clones ou par l’indice de diversité de Simpson.
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Les premiers diplômés du cours PEAK d’écotoxicologie
Le but de l’écotoxicologie est de recon-

naître les effets délétères des produits chi-

Edition finale de la Table ronde consacrée à l’eau
Le projet pilote «Table ronde – Science et

cité» consacré au thème de l’eau s’est

achevé en janvier 2003 par une manifesta-

tion de clôture à l’EAWAG et par la publi-

cation d’un rapport final. Pendant les trois

ans du projet, citoyens et chercheurs de

l’EAWAG ont éprouvé le dialogue, trouvé

des voies d’entente mutuelle et défini des

principes élémentaires.

Lors du débat public sur la question «Le

dialogue entre la science et la société est-il

nécessaire?» les participants au projet ont

pu s’entretenir avec Charles Kleiber, Secré-

taire d’Etat à la science et à la recherche. En

tant que président, il était là pour représen-

ter la Fondation Science et Cité. Le direc-

teur de l’EAWAG, Alexander Zehnder, qui

avait participé à la Table ronde et Alfred

Meier-Jucker, représentant de la Cité, ont

fait état de leur expérience de dialogue.

Christine Burgener, présidente communale

de Thalwill ZH, a quant à elle expliqué en

quoi de telles plates-formes étaient intéres-

santes pour les politiques.

Le rapport final présenté lors de cette mani-

festation de clôture renferme un certain

nombre de principes à partir desquels de

telles plates-formes de discussion entre

Des étudiants dans la pratique: L’étude de cas de la Thur
La recherche environnementale moderne ne

peut être appréhendée en cours théorique,

comme un cours de natation qui se ferait

hors de l’eau. Des étudiants en Sciences de

l’environnement de l’EPF de Zurich ont donc

dû traiter d’octobre 2002 à février 2003 un

problème environnemental concret, ce qui

leur a donné l’occasion d’apprendre à tra-

vailler en équipe. Cette étude de cas était

consacrée à la Thur, rivière engoncée dans

un corset des plus serrés suite aux correc-

tions successives qu’elle a subies depuis

140 ans et qui bénéficie depuis septembre

2001 d’un vaste programme de revitalisa-

tion. Les enseignements tirés de ce projet

seront une véritable référence non seule-

ment pour les grands projets du futur mais

également pour les futurs spécialistes.

Sous la tutelle de chercheurs de l’EPF de

Zurich et de l’EAWAG, les étudiants répartis

en six groupes de travail ont analysé les

différents aspects de la revitalisation de la

Thur et se sont penchés sur des questions

comme celles de savoir comment on pou-

vait évaluer le succès de mesures de revita-

science et société peuvent être conçues de

manière constructive. Il importe avant tout

de bien choisir les thèmes de discussion 

qui doivent être en relation étroite avec les

travaux des institutions de recherche impli-

quées tout en ayant un rapport évident avec

les préoccupations de la société. Il faut

d’autre part bien savoir qu’il faut du temps

pour que le dialogue s’installe dans un

climat de tolérance et de compréhension

mutuelles.

A l’EAWAG, nous avons déjà commencé 

à mettre le dialogue en application: les ci-

toyens de la Table ronde ont participé à la

planification de recherche de l’EAWAG pour

la période budgétaire de 2004 à 2007.

Le rapport final peut être obtenu sur le site

suivant: www.eawag.ch/news/science_et_

cite/schlussbericht.pdf

lisation, comment on pouvait convaincre les

propriétaires riverains du bien-fondé de tels

projets, comment on pouvait concilier éco-

logie et protection contre les crues et si 

les changements climatiques avaient sur 

les crues de la Thur une influence plus im-

portante que des modifications du mode

d’occupation des sols.

Les résultats des groupes de travail ont été

présentés au public au mois de février à

l’occasion d’une visite sur le terrain. Ces

résultats doivent être pris en compte dans

le projet de revitalisation et c’est pourquoi

l’étude de cas est actuellement examinée

avec beaucoup d’attention par le Départe-

ment de l’économie des eaux et de l’amé-

nagement des cours d’eau du canton de

Thurgovie.

Plus d’informations: www.eawag.ch/thur

miques et de les juguler là où la possibilité

se présente. Il revient à des spécialistes de

l’industrie, de l’administration et du monde

scientifique de veiller à une gestion et une

manipulation consciencieuses de ces sub-

stances. Pour remplir cette mission, il leur

faut disposer de bonnes bases d’écotoxi-

cologie et être au fait des derniers déve-

loppements techniques dans ce domaine.

Le cours d’écotoxicologie «coetox» (colla-

boration en écotoxicologie) lancé en 1994

par l’EAWAG et l’EPF de Lausanne assure la

formation de base et la formation continue

de ces spécialistes et souhaite favoriser les

échanges d’expérience entre profession-

nels. Le 2 juin 2003, les premiers diplômés

ont pu prendre possession de leur attesta-

tion de participation au cours. Par la pré-

sentation de leurs travaux d’étude, ils ont

atteint le terme de leur formation continue.

Le cours s’étend sur trois ans et comprend

5 modules présentés en langue allemande

ou française. Un nouveau cours «coetox»

démarrera en mars 2004. 

Pour plus d’informations:

www.eawag.ch/events/peak
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