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Le présent tr8vall se veut une contribution â l'amélioration des 

connaissances de l'effet toxique du Cd sur Selenastrum capricornutum. Â 

cette fin, deux groupes d'algues cultivées en sacs ont été exposées d 30 et 70 

ppb de Cd(IO.L- 1 respectivement pendant une période de 20 j. La croissance 

de ces algues en fonction de la concentration de Cd 8 laquelle elles étaient 

exposées a été étudiée. Des chromatogr8phies des protéines isolées de la 

froction cytoplasmique de ces algues et du Cd Qui leur était associé ont aussi 

été réalisées. 

Les résultats de cette étude révèlent Que plus la concentrotlon de 

Cd est élevée, moins le taux de croissance des algues est grond. En présence 

d'une concentn:ttion peu élevée de Cd, on a pu observer en début d'exposition 

un choc toxique suivi d'une récupération marquée de la part de la population. 

On a aussi observé Que plus la concentrotion de Cd est élevée, plus les 

cellules accumulent de Cd, et ce surtout dans des protéines de faibles poids 

moléculaires. Âinsi, l'induction de protéines de faibles poidS moléculaires en 

présence de Cd a été clairement démontrée. Toutefois, le poids moléculaire 

de même Que la Quantité exacte de protéines synthétisées n'ont pu être 

déterminés. On croit cependant Qu'un polymère du glutathion du type 

(èY-Glu-Cys)n-Gly serait en cause. 
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L'écotoxicologie est un domoine d'étude offront des possibilités 

de recherches multiples (fig. 1). Parmi celles-ci mentionnons l'étude 

quolitotive et quontitotive des effets odverses de produits xénobiotiques 

sur les organismes oquotiques. L'étude du transport~ de 10 distribution# de la 

transformation et du destin de ces produits dons le milieu (Rond et 

Petrocelli~ 1965) . est oussi intéressonte. L'écotoxicologie touche deux 

chomps d'octivités principaux: l'un oyont trait 0 10 gestion de 

l'environnement et l'outre 8 10 recherche. Le premier a contribué au 

développement de bio-essais et 81a précision de normes pour sauvegarder la 

quolité de l'environnement. Le second considère surtout les méconismes 

d'oction chimiques et biochimiques et les processus physiologiques. Ce 

deuxième Champ d'activités se développe activement depuis Quelques ennées. 

Mentionnons~ 8 titre d'exemple# les recherches effectuées récemment sur les 

méconismes d'oction conféront une résistonce oux orgonismes vivont dons 

des milieux pOllués par les métoux. Il va sons dire que ces deux champs de 

récotoxicologie sont étroitement liés et que les connaissances acquises par 

les activités de recherche influencent grandement l'orientation des travaux 

des gestionnaires de l'environnement. 

L'étude du processus de résistance chez les algues unicellulaires 
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Toxicologie aquatique 1 

f 
Processus intégrés: 

- tests de toxi ci té 
- mesures chi mi Ques 
- analyses statistiques 
- modélisation 

/ 
Structure/fonction 

biologique: 

- écologie aquatique 
- physiologie 
- biochimie 
- histologie 
- comportement 

Concentration enYironnementale 
(distribution/destin) 

Facteurs physiques: 
- structure moléculaire 
- solubilité 
- yolatllité 
- sorption 

Facteurs chimiques: 
- hydrolyse 
- photolyse 
- oxydo-réduct ion 

Facteurs biologiques: 
- bioaccumulation 
- biotransfollttdtion 
- bi odé9r~d8t ion 

Figure 1. Toxicologie aquatique: une science multidisciplinaire. 
(adapté de Rand et Petroce 11 i, 1985). 
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est une ovenue porticulièrement intéressonte. On soit depuis quelque temps 

déjà que les olgues unicelluloires peuvent développer une résist~r'~f' ;. '~r' 

milieu pollué (Sorentino, 1978; Roi, 1981; Stokes, 1983). Cette résistance 

peut devenir un élément problématique majeur dans l'environnement du fait 

que ces algues font partie de la chaÎne alimentaire. En effet, les espèces 

résistantes étont fovorisées, elles deviennent dominantes dons le 

peuplement et ont un rôle détermimmt sur l'intégration de polluants dans les 

divers maillons de la chaîne. Laétude de l'accumulation des métaux et de la 

façon dont ils sont métabolisés est particulièrement importante dons la 

compréhensi on du phénomène. 

Les études réalisées sur l'accumulation des métaux ont permis 

daocquérir des informations sur la prise en charge de métoux par des 

populotions tolérantes et non-tolérantes de mi cro-ol gues. Ces études ont 

mis en lumière deux mécanismes. Premièrement, la concentration de métol 

accumulée par les popUlations résistontes est plus faible que cene 

accumulée par les popUlations non-résistontes (Foster, 1977; Bariaud et aL, 

1985). En deuxième lieu, pour les mêmes concentrations de métal, le toux de 

croissance des popUlations tolérantes sero beoucoup moins offecté que celui 

des populations non-résistantes (Foster, 1977). 

Les résu1tats obtenus dons les expériences oyant trait à la prise 
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en ch orge et d l'occumulotlon de métoux chez les olgues unicelluloires 

révèlent que les méconismes de résistonce sont et/ou impliquent des 

méconismes de détoxificotlon (Stokes~ 1963). 

Parmi ces méconismes de résistance, mentionnons entre outres~ 

10 synthèse de protéines de type métollothionéines. 

Depuis quelques onnées, plusieurs chercheurs ont tenté de foire 

10 lumière sur la présence et le rôle des métollothionéines. Ces protéines 

fixotrices de métoux de foibles poids moléculaires ont été relotlyement 

bien étudiées chez les vertébrés (Ridlington et 01.~ 1961) et 

porticulièrement chez les humains (Rugstod et Norseth~ 1975). De telles 

protéines ont été mises en évidence chez les plontes yosculoires 

supérieures. Toutefois~ les chercheurs en biologie Yégétale ne sont 

pos ummimes quont d leurs coroctéristiques: synthèse, poids 

moléculoire~ etc .. Même leur nom est sujet à controverse: certains les 

oppellent des phytométollothionéines (Rouser~ 1967), d"outres des 

phytochélotlnes (Grill~ 1965). 

Il existe des évidences quont ou pouvoir de détoxificotion des 

protéines fhcotrices de métoux. Il est bien connu Qu"une souche d'algues 

non-résistonte mise en contoct avec une concentrotion même foible de 

métol décHne porce Que le métol se lie aux orgonites de 10 ceBule ou 

intervient dans des voies métaboliques et oinsi, empêChe son bon 



-5-

fonctionnement (Nuzzi~ 1972; Foster~ 1977; Saboski~ 1977; Sorentino~ 1976; 

Smith~ 1963; Stauber et Florence~ 1967; Bastien et Côté~ 1969a). Par contre~ 

la présence de protéines fixatrices de métaux diminuerait la quantité de 

métal -disponible- pour les organites et les diverses voies métabo1iques de 

la cenule. On croit que les protéines fixatrices de métaux auraient un 

effet protecteur sur les org.mites et les voies métabOliques en désactivant 

les métaux dans la cenule. La population d'algues aura ainsi la possibilité de 

croître ft un rythme d'autant plus près de celui d'une population normale que 

la concentration de métal actif sera faible (Butler et a1.~ 1960; Bastien et 

Côté~ 1966 a et b). 

Plusieurs scénarios ont été suggérés quant aux processus de 

détoxification. Généralement, on pourrait distinguer dans le processus de 

détoxifjcation deux genres de mécanismes dont J'activation est très 

différente comme nous le constaterons plus loin. En effet, l'un résulterait en 

la synthèse de métallothionéines et l'autre serait caractérisé par la 

présence de phytochélatines. 

Très récemment, Bastien et Coté (1966b) ont proposé une 

séquence d'événements qui expHqueralt le premier genre de mécanisme 

décrit ci-haut. La série d'événements suggérée décrit les mécfmismes 



-6-

activés par 16 cellule 6 court, moyen et long terme suite 6 une intoxification 

ou cuivre. Brièvement, les étapes sont les suivantes: 

j) en moins de 24 h, on observe une 6ltération des membranes et 

un déséquilibre osmotique; 

il) entre 24 h et 4 j, on constate une diminution du toux de 

croissance, une eugmentation du nombre d'inclusions introvecuoleires, une 

accumulation d'amidon et de lipides; 

iiO entre 72 h et 15 j, les cellules sont peu ectives; 

iv) eprès 22 j, le densité celluleire du groupe expérimental est 

semblable 6 celle du groupe témoin. Les cellules démontrent la présence de 

nombreux ribosomes, un développement prononcé du réticulum 

endoplesmique et une activité de synthèse accrue. De plus, on observe la 

disparition des inclusions intravacuolaires; 

v) oprès 50 j, le focteur de biooccumulotion du groupe 

expérimental est très feible (17) et les taux de croissance des deux groupes 

sont identiques. 

A port i r de ces événements, on peut poser l'hypothèse de 

l'existence de processus ou méconismes importonts de détoxi fi coti on. A 

court terme, les granules de polyphosphates ou inclusions intravacuolaires 

lieraient le cuivre, le rendant oinsi moins disponible ou reste de la cellule. 

A moyen terme, J'appareil de synthèse serait appelé 6 se développer. Et 
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enfjn~ 6 long terme~ les protéines synthétisées iraient 11er le cuivre présent 

dans la cenule. Etant donné Que le facteur de bioaccumulation est très 

faible 6 on peut croire Que le complexe ·protéine fixatrice-cuivre· serait 

libéré dans J'environnement. Plusieurs auteurs ont suggéré J'existence d'un 

tel processus pour le cuivre ainsi Que pour d'autres métaux (Foster6 1977; 

McKnight et More1 6 1979; Rai et a1.6 1981; Stokes6 1983; Bariaud et a1.6 

1985). D'autres auteurs ont proposé Que ces protéines fixatrices de métaux 

migreraient vers la membrcne extérieure de la cellule et iraient lier le 

métal avant même Qu'il n'entre dans la cenule (Butler et a1.6 1980; Smith6 

1983). 

On peut dire Que la synthèse de protéines fixatrices de métaux 

constitue un mécanisme de résistance très puissant. En effet6 après 22 j 

d'expérimentation6 on n'a observé aucune différence entre le taux de 

croissance du groupe expérimental et celui du groupe témoin (Bastien et 

Côté6 1989b). 

Le deuxième type de mécanisme de détoxification résulterait en 

la présence de phytochélatines. Les phytochélatines ont été isolées de 

presque tous les végétaux6 des plantes supérieures aux algues unicel1ulajres. 

Par leur structure différente~ (a"-Glu-Cys)n-G1y où n= 2 El 11 (Grill et a1.6 

1987b). et la présence de liens .Y-glutamyl~ les phytochélatines serclent 
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induites via la polymérisation enzymatique de précurseurs peptidiQues 

tels Que le glutathionou la a'-glutamyl-cystéine. Ainsi, les phytochélatines 

ne seraient pas induites directement par les gènes comme c'est la cas pour 

les métallothionéines (Grill et al., 1966, 1967b). O'après ces considérations, 

on serait donc en présence d'une divergence évolutive entre les plantes et 

les animaux (Gekeler et al., 1966). En effet, la synthèse de 

métallothionéines serait le moyen de désintoxication privilégié chez tous 

les animaux mais pas chez les plantes. 

La plupart des travaux effectués récemment sur les mécanismes 

de résistance développés par les microorganismes phytoplanctoniQues 

concernent soit leur ultrastructure (Saboski, 1977; Smith, 1963; Bastien et 

Côté, 1966 a et bt soit la présence ou rabsence de mécanismes d'exclusion 

des métaux chez ceux-ci (Foster, 1977; McKnight et Morel, 1979; Rai et al., 

1961; Bariaud et al., 1965). Pour ce Qui est des protéines fixatrices de 

métaux, beaucoup reste ft faire. Certains auteurs mentionnent la présence de 

complexes organo-métalliQues mais apportent très peu de renseignements 

sur ceUX-Cl (Butler et al., 1960; Rai et al., 1961; Smith, 1983; Stokes, 

1983). 

Quelques caractérlsations des protéines fixatrices de métaux ont 

été réalisées chez les algues unicel1ulaires. Barlaud et coll. (1965) ont isolé 
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de la fnlction soluble de la cellule d'Euglena gracilis un type de protéines de 

pOids moléculaire élevé (PM> 50 000) auquel plus de 601 du cadmium 

cellulaire était lié. Par contre, seulement Quelques traces de cadmium 

étaient associées 0 la fraction où aurait dû se trouver les métallothionéines 

(PM 10 000). Piccinni et coll. (1965) ont isolé chez Euglena gracilis deux 

protéines fixatrices de cuivre dont les poids moléculaires (7 000 et 3 500) 

et la composition en acides aminés étaient très différents. 

Gekeler et coll. (1988), pour leur part, ont isolé chez Chlorella 

fusca des peptides phytochélateurs dont la structure, (~Glu-CYs>n-G1y où 

n= 2 à 5, se rapproche beaucoup du glutathion. Par a111eurs. les auteurs 

rapportent Que des espèces de 6 des 10 classes des PhycoDhytes ont aussi 

synthétisé des pept1des phytochélateurs après une exposition au cadmium. 

Ces résultats a1ns1 Que des résultats antérieurs portant sur les plantes 

supérieu~es (Grill et al., 1985, 1987a, b) amènent les auteurs à suggérer QU~ 

tous les végétaux possèderaient un même mécanisme de chélat10n des 

métaux c'est-a-d1re, la synthèse de phytochélat1nes. 

Des études s1ml1alres ont été effectuées chez les bactéries. 

Higham et Sadler (1984) ont 1solé chez Pseudomonas Dutida trois protéines 

f1xatrices de métal dont les poids moléculaires se s1tualent entre 4 000 et 

7 000. De même, Vercheval (1986) a mis en évidence une protéine fixatrice 

de métal de poids molécula1re 20000 chez AlcaUgenes eutroDhus. 
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On se " rend compte · Que ' les informaÙons sur les protéines 

fixatnces: de' mêtoux-', ' cheZ-;~: 'lës 'microorgdnismes#'pa'rticuÙèrement 

, ' •• • • : ':.. '!' . • ..: .~ •. ••. I· : ~ " , . ' _ • . . ", ; '; : •.• _~ •• " ,:, ' , ; ' " , ; 

phytoplànctonjQues# sont assez llmitees. Dans cette' perspecUve~-'e present ' 

," .""' ... . . ~_ . ..... ~~ . "' ,:- ';''''' . , ~. . ., .. " .. .... : ' ~ i, "" ,': 1 ~'- ' _ " l ., :" t-" • . ' , " ': '! ;': ." ;. ':r',' -.. ; •• 

travail ' visé l"améHor6tion des connaissances "Sur la presence des proteines ' 

~." . .; .,', - .,.- ", .. ' . .. . ';.. .~ . .. . .. :J-t ~. "-. • . . . : • . :.1.; .•. 
fixatrices 'de-métaux en felation "ave'c' le 'taux'de 'crois$cmce des populations' 

d'algues unicel1uloires. Ainsi#' nous comptons ' conÜrmer ou infirmer trois 

hypothèses en considérant les relations entre# d'une part# la prise en charge 

du cadmium (Cd) ètles taux de croissance (H 1 et H2t et d'autre part, la 

présence de protéines fixatrices (H3): 

Hl) plus la concentration de Cd est élevée# plus la cellule 

accumule de Cd; 

H2) plus la concentration de Cd est élevée# plus le taux de 

croissance est foible; 
-, --- -

H3) la présence de protéines fixatrices de Cd est d'autant plus 

importante Que la concentration de celui-ci est élevée. ,''' ' ':,:' ' 



HATERIEL ET HETHODES 

1. Choix et culture des cenules végétales. 

Des algues de l'espèce Selenastrum capricornutum sont utilisées 

pour cette étude en r8ison de l'abondance du genre Selenastrum d8ns les 

e8UX douces du continent nOrd-8méricain et de sa grande tolérance cl 

diverses conditions environnementales (Rodhe, 1976). De plus, les travaux 

récents effectués par notre équipe de recherche sur cette espèce (Cluis et 

a1., 1988; Thompson et a1., 1967; Langis et a1., 1966; Wong et Couture, 

1986), ont permis de bien se familiariser avec les caractéristiques 

physiologiques de cette espèce. 

1. 1 Ori gi ne de la souche. 

Les algues de l'espèce s. capricornutum sont des algues 

unicellulaires de la classe des Chlorophycées et de l'ordre des 

Chlorococcales. Cette algue a été isolée de la rivière Nivelta en Norvège par 

Olay M. Skulberg en 1959. Ces algues sont unicel1ulaires et sont non-motnes 

pendant tout leur cycle Yital (Mil1er et al., 1978). La souche ATCC 22662 de 

l'American Type Culture Collection au Maryland a été utilisée. 
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1.2 Description du milieu de culture. 

le milieu de culture de type AAP (Alg81 Assay Procedure: 

Stein,1973) modifié par l'absence d'EDTA est réaHsé. les solutions-mères 

de micronutriments sont filtrées sur un filtre de 0,45 }lm avant d'être 

utilisées pour la préparation des milieux de culture. 

les solutions 8insi obtenues sont agitées puis autoclavées 

(autoclave: Market Forge Sterilmatic, modèle; STM-E, Type C) pendant 20 0 

40 min dépendamment du volume des contenants utilisés. la SOlution-mère 

de fer est ajoutée après le refroidissement des milieux de culture. le tout 

est ensuite filtré sur un filtre Mi11ipore de type GS de 0,22 }lm â l'aide d'une 

pompe Masterflex de Cole Parmer (modèle no. 7564-00>' Un filtre de 0,45 

)lm est utilisé lorsque de grands volumes de milieu de culture doivent être 

filtrés. 

Il est â noter que toute la verrerie utilisée pour la préparation des 

milieux de culture est lavée â l'acide nitrique 10-151, rincée 3 fois â l'eau 

déminéralisée et 3 fois 0 l'eau nanopure, pour être ensuite autoclavée 20 

min. Tous les accessoires (filtres, porte-filtre, seringue, aiguille, pipettes, 

tiges de verre, etc.) sont aussi rincés 0 l'eau déminéralisée et autoclayés 20 

mi n dans des sacs 0 autoc layer. 
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1.3 Encemencement des milieux de culture. 

En début daexpérience, les souches de s. c~Dricornutum sont 

tnmsférées dtms 3 erlenmeyers de 250 ml. le contenu de choc un de ces 

erlenmeyers sert dainoculum pour un erlenmeyer de 4 L. la croissance 

saeffectue en écl~i~ge continu (2 fluorescents de 46 po., lumière bl~nche 

GE) et â la température de la pièce (entre 21 et 25 OC). laensemencement des 

milieux de culture est ré~1isé quand les cellules sont en ph~se exponentielle 

de croissance. la densité cellulaire est déterminée quotidiennement par la 

méthode de rhémacytomètre â raide daun microscope en contraste de phase 

(Ortholux 2 leitz). 

1.4 Cultures en sacs. 

Afin de sa~ssurer daobtenir une qu~ntité suffis~nte de protéines 

Yégétales pour les étapes SUbséquentes de l'expérience, nous ayons procédé 

â la mise en culture dans des sacs de plastique (fig. 2). Ce genre de culture 

permet de tr~y~iller ayec un g~nd yolume de milieu de culture sans les 

problèmes daéclairage qui en résultent habituellement. En effet, sur toute la 

longueur du sac, son épaisseur maximale est de 30 cm. 

les sacs de plastique se présentent sous forme de rouleau et sont 
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coupés de foçon à obtenir un volume voriont de 40 à 50 l environ. les socs 

sont lavés à l'eau de Javel commerciale et ensuite rincés plusieurs fois à 

l'eau déminéro1isée et à l'eau nanopure. Puis~ les sacs sont doublés~ en cas 

de fuite~ et suspendus dans le laborotoire humide de rlNRS-Océanologie à 

Poi nte-au-Père. 

les milieux de culture ont été préparés~ comme décrit 

précédemment~ oux loborotoires de l'INRS-Océonologie à Rimouski. Quelques 

120 l de milieu de culture ont été transportés à POinte-au-Père dons des 

contenants de type jerrycan de 10 et 20 l. Ces contenants ont tout d'abord 

été rincés à l'eau déminéro1isée puis~ une solution de 5~ d'eau de Javel 

commerciale-eau déminéralisée était ajoutée et les contenants étaient mis 

ci tremper pour 24 h ou plus. Par la suite~ Ils étaient rincés 3 fois à l'eau 

déminéralisée et 3 fois à l'eau nc:mopure. Finalement, les contenonts étaient 

empHs d'eau nanopure jusqu'à utilisation. 

Chaque erlenmeyer de 4 l servait d'inoculum pour un sac de 

plastique. les sacs ont été ensemencés le 2 août 1988 et chacun contenait 

environ 40 l de milieu de culture. 

les solutions-mères de Cd divalent (Cd II) étaient réalisées à 

partir d'un étalon de Cd (BDH) 1 mg = 1 ml. la verrerie servant à cette fin 

avait été nettoyée selon le protocole décrit à la section 1.2. le pH des 

SOlutions-mères était ajusté à 7~OO avec du NaOH 10~ à raide d'un pHmètre 
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(Radiometer, modèle PHM62). 

L'alimentation en air des sacs était assurée grâce 6 un cylindre 

d'air comprimé. Un cylindre de CO2 était relié au tube d'air comprimé et 

pennetta1t rajustement simultané du pH dans les sacs. Généralement. un 

mélange d'environ 2~ CO2- 98~ air comprimé circulait dans les sacs. Enfin, 

c'est par le tuyau de prélèvement qu'étaient recueillies quotidiennement les 

quantités de milieu de culture servant à la détennination du pH, au décompte 

cellulaire et aux différents prélèvements requis pour l'expérimentation. 

1.5 Déroulement de l'expérience. 

Les solutions-mères de Cd ont été ajoutées aux sacs le 3 août 

1988, ce qui constituait le jour 0 de l'expérience. Les conditions 

expéri meilta 1 es étai ent 1 es sui vantes: 

Sac 1: Témoin (aucun ajout de Cd). 

Sac 2: 30 ppb de Cd(ll) 

Sac 3: 70 ppb de Cd(ll) 

Tout au long de l'expérience, la densité cellulaire, de même que le 

pH ont été détenninés Quotidiennement. l'éclairage était en continu au début 

de l'expérience mais une photopériode 12: 12 a été instaurée à t = 72 h. la 
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température se situait à environ 20 Oc et variait très peu. 

Des prélèvements pour 1'onolyse du contenu totol en Cd por 

spectrophotométrie d'obsorption otomique (four ou gntphite) ont été 

effectués aux temps suivants: 24 h et 72 h, 5, 10, 15 et 20 j. 

1.6 Fin de J'expérimentation. 

les mi1ü~ux de culture ont été centrifugés en continu à roide d'une 

centrifugeuse Beckman J-21C, rotor JCF-Z, à 15 oC. la vitesse de 

centrifugation pour le sac témoin était de 14000 g et de 10 000 g pour les 

sacs contenant 30 et 70 ppb de Cd(II). lo vitesse de la pompe (Masterflex de 

Col e Parmer, modèle no. 7564-00) étoi t de 320 ml.mi n -1. 

Après la centrifugotion de chocun des sacs, les cellules végétales 

étaient lavées avec 300 ml d'EDTA 10-3 M à pH 7,20 et ensuite rincées avec 

400 ml d'eau déminéntlisée. le système de centrifugation était lavé à 

J'eau nanopure entre choque centrifugotion. 

le culot de cellules fut mis dans des bouteilles de polypropylène 

et les cellules ont été congelées à -80 Oc pour un temps minimal de 3 h. 

Puis, les cellules furent lyophilisées sous vide à -55 oC (lyophilisateur: 

Vi rt i s Unitrad, modèle 10-100), à une pressi on de 20 mi cromètres de Hg, et 

conservées au congélateur (-20 OC) jusqu'à utilisation. 
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2. Traitement des échantillons 

Le di agr6mme sui vant résume 1 e traitement des échant111 ons: 

échant j 11 ons 1 yophi 1 i sés 

l 
homogénéi sat ion 

l 
centrifugation des homogénots 

surnageant culot 

l 
u 1 tracentri f ugat ion 

surnageant culot 

1 
1 yophll i sati on 

l 
Chromatographie Sephadex 6-75 

1 
fractions 

Le détail de chacune de ces étapes est discuté dans le texte Qui 

suit. 
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Toutes 1 es étapes qui sui vent sont réal i sées 0 4 oC 0 moi ns 

d'indications contraires. 

Du tampon Tris/HCl 0,01 M 6 pH 8,6 auquel on additionne entre 5 et 

10 mM de 2-mercaptoéthanol et 0,021 de Na~ est ajouté aux échantillons 

lyophl1isés à raison de 5 ml par 100 mg de cellules (poids sec). la présence 

de 2-mercaptoéthanol dans la solution aide à réduire les risques de 

redistribution du Cd causés par l'oxydation des thiols (M1nl<el et aL, 1980). 

De plus, l'azide de sodium est ut111sé comme ant1bactérien. Ce produit est 

reconnu comme étant non-réactif avec les protéines et ne modifie pas leur 

comportement chromatographique (Pharmacia Fine Chemicals). 

l'homogénéisation est réalisée à raide d'une presse de French 

(French Pressure Ce11 Press; AMISCO; p1ston de 1 po. de diamètre; sélecteur 

à HIGH ratio; pression à 2 000 au cadran). Un volume d'environ 40 ml peut 

être tratté lors d'un passage dans la presse de French. le liquide récupéré 

est barboté avec de l'azote gazeux. Deux passages à 30 000 psi (2 041 atm) 

ont été nécessaires afin de briser la majorité des cellules. le bris des 

cellules a été vérifié au microscope optique (Wild Hurbrugg). 

l'homogénat est centrifugé à 8 000 g et 4 oC pendant 50 min 

(Centrifugeuse 6ecl<man J-21C, rotor JS 7,5 avec adaptateurs pour tubes de 

,' .. ~ ,' . . 
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50 mLt ·Le ·surnageont est prélevé et ultracentrifugé (Ultracentrifugeuse 

Beckman l modèle L2-65B1 rotor SW 40 Tl) pendant 90 min à 105 000 g et 

4 oC. Le surnageant résultant de cette ultracentrifugation est recueilli dans 

des bouteilles de polypropylène, remisé au congélateur à -60 oC jusqu'à 

congélation parfaite. Par la suitel le surnageant contenant les protéines est 

lyophilisé sous vide comme décrit précédemment (voir la section 1.6) et 

conservé au congélateur. 

4. Chromatographie des protéines 

4.1 Préparation du gel et montage de la colonne. 

Le gel Sephadex 6-75 (Pharmacia Fine Chemicals) est mis à 

gonfler d~ns du tampon Tris/Hel (0,01 M; pH 8,6; 0,02% NaN3) pendant 24 h § 

4 oC. Ensui te, 1 e gel est dégozé sous vi de et entreposé à 4 oC. 

Une colonne Phormacl0 en polycorbonote (hauteur: 100 cm; 

diomètre: 20 mm) est ut111sée. Avont ut111sotion, 10 colonne est lovée à 

l'ocide nitrique 10 à 151, rincée à l'eau déminéralisée et à l'eou nonopure. La 

colonne est empHe d'eou nonopure jusqu'à ce Qu'elle soit utillsée. Tous les 

occessoires de la colonne ont oussi trempé dons de l'eou nonopure. 

Le rempllssage de 10 colonne est effectué comme suit: 10 colonne 
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estd'obord emplle de 'tampon Tris/Hel pUlsle gel Sephadex estdeposedans ... 

la colonne goutte il goutte 6 raide d'une pipette Pasteur. La colonne est 

placée en chambre froide il 4 oC. Du tampon est mis il circuler dans la 

colonne pendont 2 il 3 j afin de terminer la sédimentation et le tassement du 

gel. De l'albumine sérique bovine est passée dans 10 colonne pour assurer le 

revêtement du gel. La colonne est alors prête 6 être utilisée. 

Un réservoi r de tampon est relié au haut de 10 colonne. La sortie de 

la colonne est reliée au collecteur de fractions de type colimaçon (611sonl 

modèle MFK Fractionator) via une pompe. Le débit de la pompe (611sonl 

modèle Minipuls 2) est de 012 mL.min- 1
1 des fractions de 4 mL sont 

recueillies. La hauteur du gel dans la colonne est de 96 cml ce qui 

correspond 6 un volume total de gel de 302 cm3. 

4.2 Calibration de la colonne. 

Lo colonne est calibrée il raide de protéines et d'un peptide étalons 

de poids moléculaires connus. En premier lieu1 le volume mort de la colonne 

est déterminé avec du bleu de Dextran (PM 2 000 000). Quatre protéines 

étalons et un peptide sont ensuite utilisés pour calibrer la colonne: 

l'albumine sérique bovine (PM 66 000)1 l'anhydrase carbonique (PM 29 ooot 

le cytochrome C (PM 12 400t l'aprotinine (PM 6 500) et le glutathion réduit 

. . :", ~ -,: ~ .., -',,: 
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A l'intérieur des limites d'exclusion de 10 colonne (entre 3 000 et 

70 000 d6ltons de poids moléculoire), 11 existe une relotion linéoire 

entre le logarithme du poids moléculaire d'une protéine et sa constante 

d'é1ution (Ke). Le passage des protéines dons 10 colonne â chromatogrophie 

est déterminé par la lecture de l'obsorbance des fractions â 260 nm. On 

établit 61nS1 une courbe de colibrotion propre è 10 colonne. Le col cul de 10 

constonte d'élution s'effectue comme suit: 

Ke = Ve = Volume d'élution de 10 protéine 
Vo \101 ume mort de 10 colonne 

Une droite est ensuite trocée ovec en ordonnée le 10gorithme du 

poids moléculaire des protéines étalons et en abscisse leur constante 

d'é1ution (fig. 3). Ceci nous permet de déterminer par interpolation le poids 

moléculaire d'une protéine â raide de sa constante d'élution. 

·Comme les protéines et peptides liant les métoux toxiQuEfs 

retrouvés dons les plantes sont porfois très petits (Stouber et Florence, 

1966, 1967), du glutathion a aussi été passée sur la colonne. Ceci a été 

effectué dans la but de calibrer de façon approximative les peptides 

correspondant â ce volume d'élution (fig. 4). 

. . " .. - , : . 
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Figure 3. C61ibrotion de 16 colonne fi chromotogrophie d'oprès les poids 
molécu16ires et les volumes d'élution des protéines ét61ons. 
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Envi ron 1 0 mg.ml- t de protéi nes 1 YOphili sées sont redi ssoutes 

dans 5 ml de tampon Tris/HCl (0,01 M; pH 8,6) avec 0,021 NaN3 et 5 à 10 

mM de 2-mercaptoéthano1. l'échant111on est déposé sur la colonne et une 

élut10n descendante est effectuée par passage de tampon à un débit 

de 0.2 ml.m1n- 1. Des fractions de 4.0 ml sont recueillies dans des 

éprouvettes de verre Qui ont été préalablement lavées à l'acide nitrique 10 à 

151 pendant 24 h et à l'eau nanopure pendant 24 h auss1. Une 

chromatograph1e complète prend env1ron 24 h. 

50 Dosage des protéi nes 

5.1 Dosage des protél nes par la méthode du bleu de Commass1 e. 

les protéines contenues dans les homogénats. les surnageants et 

les fractions sont dosées par la méthode du bleu de Commassie (Bradford, 

1976) à l'aide du réactif Bio-rad. Une courbe étalon de type Eppendorf est 

réalisée avec de l'albumine sérique bovine (fig. 5). le dosage des 

échantillons est effectué en ajoutant 200 llL de réactif Bio-rad à 800 III 

d'échantillon et en 11sant l'absorbance 6 595 nm (spectrophotomètre Perk1n 
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FIgure 4. Profil d'élut1on des protéInes étalons et du glutathlon. 
ProtéInes étalons dosées è 280 nm, glutath10n dosé è 
236 nm. 
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Figure 5. Courbe étalon de type Eppendorf réaUsée avec de l'albumine 
sérlQue bovlne. Absorbance des fractions lue à 595 nm. 
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. . Elmer Colermm 575) 10 min oprès 1'.oddlHon du reoctif. le mélange est 
1. • ••• • -: . 

stoble entre 10 min. et une heure après l'addition du réoctif. Des cuvettes de 

verre sont uti11sées et elles sont nettoyées avec de l'éthanol 70~. 

5.2 Dosage des protéines par mesure de l'absorbance dans l'UV. 

l'évaluation de la concentration en protéines dans les fractions 

est effectuée ft la Hn de la chromatographie par mesure de l'absorbance dans 

l'UV ft 2 longueurs d'onde (254 et 260 nm) sur un spectrophotomètre Perkin 

Elmer lambda 3 UV/VIS (Série 37573). la lecture 6 260 nm correspond 6 la 

longueur d'onde d'absorption des ocides aminés aromatiques et celle 6 254 

nm fi l'absorption due ft 10 liaison Cd-cystéine (Kügi et Vallee, 1960). 

En outre, des balayages ont été effectués entre 200 et 300 nm sur 

les fractions les plus représentatives des chromatogrammes. 

6. Dosage du Cd 

6.1 Oosoge du Cd dons les milieux de culture. 

Afin de suivre révolution de la concentration en Cd au cours des 

20 jours d'expérience, 6 prélèvements ont été réalisés aux temps 
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. mentionnes· 010 section 1.5. A chaque echantillonnage, 20.ml de. inHieu· de · . 

culture aUQ·uel on ajoutait 5 ml d'acide nitrique Qualité Aristar étaient 

conservés dans une fiole jaugée de 25 ml ft 4 oC. les fioles jaugées étaient 

prélavées pour J'analyse des métaux: une fois ft J'acide nitrique 70~ ACSI 

3 fois ft J'acide nitrique 5~1 rincées ft J'eau déminéralisées et ft J'eau 

nanopure. 

le contenu des fioles était centrifugé (Centrifugeuse Sorvall 

Superspeed RC2-BI rotor SA600) ft environ 30 000 g ft 12 Oc pendant 20 min. 

le but de cette étape est de recuei111r les cellules non digérées par l'acide 

afin de leur faire subir une digestion complète avant l'analyse au 

spectrophotomètre d'absorption atomi Que. 

Ainsi l le surnageant est recueilli pour analyse SUbséquente. le 

culot l lui l est minéralisé par une méthode de digestion aux micro-ondes. les 

culots de cellules et de J'acide nitrique 70~ Qualité Aristar sont mis dans 

des réacteurs en Teflon. les réacteurs sont par la suite placés dans des 

contenants l fermés hermétiQuement l au four ft micro-ondes où la 

température et la pression permettent la minéralisation des échantillons. 

Après refroidissement l les culots digérés l de même Que les surnageant SI 

sont remisés ft 4 oC jusqu'au moment de J'analyse de leur contenu en Cd. 
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le dosoge du Cd dons les froctions et dons les milieux de culture 

est foit por spectophotométrie d'obsorption otomique c:ru four c:ru grc:rphite 

(GTA-95 de Vc:rric:rn). l'c:rppc:rreil est muni d'un système d'injection 

c:rutomc:rtique. d'un enregistreur et d'un correcteur de bruit de fond c:ru 

deutérium. les conditions de dosc:rge figurent c:ru tc:rblec:ru 1. 

les concentrc:rtions de Cd dc:rns les solutions c:rnc:rlysées sont 

obtenues pc:rr référence â des courbes étc:rlons étc:rblies â pc:rrtir de lc:r même 

mc:rtrice.lc:r limite de détection de rc:rppc:rreil pour le cc:rdmium est de 0.1 ppb. 

lorsqu'on se situe en-dessous de ce seuil critique. les dosc:rges sont 

effectués par addition d'étalon. 

7 _ Traitement des données 

Pour chc:rque jour et chc:rque condition expérimentale. 6 comptes 

celluloires ont été effectués. Ces 6 comptes sont considérés comme 

distincts l'un de rc:rutre dc:rns le trc:ritement des données. 

l'c:rnc:rlyse de yc:rric:rnce et les tests de t ont été réc:r1isés c:rvec SAS. 

les données n'ont pc:rs été trnnsformées. 
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Coroctéri st i Ques: 

longueur d'onde (nm) 
lorgeur de fente (nm) 
IntensUé de 10 lompe (mA) 
Volume injecté biL) 
Correcteur ou 02 

Injection à chaud (OC) 

Cyc 1 es du four: 

1. Séchage a, b, c 
2. Calcination a, b, c 
3. Calcination a, b, c 
4. Calcination 8, b, c 
5. Calcination a, b, c 
6. Atomisation a, b, c 
7. Atomisation 8, b, c 
6. Atomisation a, b, c 

a = température (OC ). 

Cd 
226,6 

0,4 
4,0 
10,0 

oui 

45,0 

75, 5,3 
200,50,3 
300, 10,3 
300, 5,3 
300, 2,0 
2000, 0,0 
2000, 2,0 
2300, 1,3 

b = temps de montée de la température (sec), 
c =débit de ga2 (l.min- 1). 
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- Gel Sephodex G-75: Sigmo Chemicol Co. et Phormocio Fine Chem. 
- Bleu de Oextron: Pharmacia Fine Chemicals. 
- Protéines étalons: Sigmo Chemicol Co. 
- G1utathion: Boehringer Mannheim GmbH 
- Azoture de sodi um: Si gma Chemi cal Co. 
- 2-mercaptoétahnol: JT Baker Chemical Co. 
- Acide nitrique: Réactif ACS. Fisher Scientific Co. 
- Standard de codmium: Produits chimiques BOH Ltée 
- Tampon Tris/HCI: Sigmo Chemical Co. 
- Produits chimiques pour milieu de culture: Fisher Scientific Co. 

- Réoctif 6io-rad: 6ior1'Jd 3rd et Griffin. 
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1. Croissonce de Selenostl1lm copncomutum. 

1.1 Croissance avant la contamination ou Cd. 

lo culture-mère de ~. cooricomutum 0 été tronsférée dons 3 

erlenmeyers de 250 ml chacun. la figure 6 présente le taux de croissance de 

ces 3 souches entre le 14 juin et le 11 juillet. les taux de croissance sont 

relativement semblables dans les 3 erlenmeyers. 

Par la suite, les 3 souches étaient réparties dans 4 erlenmeyers de 

4 l chacun. Entre le 12 juillet et le 1er août, la croissance des 4 souches a 

été très rapide Quoique assez varioble d'un er1enmeyer ft J'autre (fig. 7). 

le pH des milieux de culture a été vérifié ft J'aide de papier ft pH 

tout au long de la croissance et il se situait généralement autour de 7,0. 

1.2 Croissance après l'intoxication au Cd. 

le contenu des erlenmeyers de 4l 0 été partagé dans les 3 sacs de 

plastique servant à l'expérimentation proprement dite. la figure 8 

représente le taux de croissance des cellules de S. capricomutum entre le 3 
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Figure 6. Croissonce de ~. cOQricornutum entre le 14 juin et le 11 juillet. 
Chaque point représente la moyenne de 6 comptes cellulaires, 
les coefficients de variation sont inférieurs fi 5%. 
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Figure 7. CroissfJnce de.2. cfJQricornutum entre le 12 juillet et le 1 fJoût. 
ChfJque point représente 1fJ moyenne de 6 comptes cellulfJires, 
les coefficients de vfJrifJtion sont inférieurs â 5%. 
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Figure 8. Croissance des cellules de 5, capricornutum soumises il 3 
conditions expérimentales: A: témoin l B: 30 ppb de Cd(llt 

C: 70 ppb de Cd (II), 
Chaque point représente la moyenne de 6 comptes cellulaires. 
Intervalles de confiance il 99% sur les moyennes indiqués. 
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. ooût 'et le 23 août 1966 avec les lntervalles de 'confionceo:'99:;g sur les ' ' 
, ', 

" . 

moyennes. soit pendant les 20 j de l'expérience. 

les résultats de l'analyse de variance (tab1. 2A) démontrent qu'il 

existe une inten~ction entre les 3 conditions expérimentales et le temps. On 

ne peut donc interpréter les taux de croissance qu'en tenant compte 0 la fois 

des conditions expérimentales et du jour considéré. les données étaient 

normales (P= 11.9:;g) et aucun patron n'a été décelé dans l'analyse des résidus. 

la croissance des cellules contenues dans les sacs témoin et 30 

ppb de Cd(lI) est très similaire surtout 0 partir du huitième jour 

d'expérimentation. En effet. entre le jour 1 et le jour 7. les moyennes des 

sacs témoin et 30 ppb de Cd(lI) sont significativement différentes 

(P=O.OOO 1) sauf aux jours 5 et 6 où P< 1 O:;g (tabl. 26). 

Par contre. pour le sac contenant 70 ppb de Cd(ll). la croissance est 

beaucoup plus faible que pour les 2 autres conditions expérimentales (fig. 6). 

A partir du deuxième jour d'expérience et ce jusqu'o la fin de 

l'expérimentation, le nombre moyen de cellules de la troisième condition est 

toujours significativement différent des nombres moyens de cellules des 2 

premières conditions (tobl. 26) . 

• >/ 

le pH des milieux de culture tout au long de l'expérience est 

présenté au tableau 3 pour les 3 conditions expérimentales. Généralement, le 

pH se situe entre 6,0 et 7,0 sauf aux jours 9 et 14 où 11 chute sous 6,0. 
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Tableau 2A. Analyse de variance des données decrolssance pour les 
trois conditions expérimentales. 

Source de degrés de somme des 
F p 

variation l1berté carrés 

- Condition 2 
expéri mental e 

286437,37 1972,59 <0,0001 

- Temps 21 152142~27 104,78 <0,000 l 
- Interaction 40 1 0281 9~63 35,40 <0,0001 

Tableau 28. Comparaison des tau~ de croissance des algues de chacune 
des conditions expérimentales. Identification des sacs: 

Jour 

0 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
6 
9 

T = témoin; 30= 30 ppb de Cd(ll) et 70= 70 ppb de CdOI). 
Tests de t , valeurs de P présentées. 

Tet 30 Tet 70 30 et 70 

0,8656 0.15882 0,7096 
O.pOO 1 010001 0,0365 
0,0001 <0 .. 0001 0,0001 
0.,0001 0JOO01 0,0001 
0,0001 0.0001 0,0001 
0,0066 0,0001 0,0001 
0,0979 0,0001 0,0001 
0,0001 0,0001 0.0001 
0.5882 0.0001 0.0001 
0,0336 0,0001 0,0001 

38 
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Tableau 3. Evolutlon du pH des milieux de culture pendant l'expérimentatlon. 

Jour Témoin 30 ppb Cd(lI) 70 ppb Cd( II) 

0 7,,05 7,,22 7,,52 
1 7,51 7,63 7,36 
2 7,67 8,03 7,11 
3 8,39 8,35 7,08 
4 6,38 6,38 5,81 
5 6,23 6,11 6,14 
6 6,16 6,19 6,14 
7 6,26 6 .. 11 6,19 
8 6 .. 44 6,43 6,21 
9 5,77 5,81 5 .. 88 
10 7,15 6,85 6,78 
11 6,92 7,17 6,93 
12 7,,05 7 .. 05 7,18 
13 7 .. 46 7,24 7,,34 
14 5,61 5,,88 6,08 
15 6,71 6 .. 86 6,84 
16 7,30 7,15 7,11 
1!7 ; 6,12 6 .. 19 6 .. 20 
18 7,34 7,,26 7 .. 30 -
19 7 .. 03 7 .. 29 7 .. 59 
20 6 .. 87 6 .. 48 6 .. 02 
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Des échantillons du mélange ·cellules de S. capricornutum et milieu 

de culture· ont été pris tout au long de l'expérience afin de déterminer le 

contenu réel en Cd des milleux de culture. 

On peut constater~ d'après les résu1tats présentés au tableau 4~ que 

la concentration en Cd des mllieux de cu1ture varie quelque peu pendant les 

20 j de l'expérience. En outre~ les concentrations maximales de Cd 

retrouvées dans les milieux de culture sont inférieures à celles ajoutées 

dans les sacs au jour 0 de l'expérimentation. 

Les tableaux 5 et 6 présentent les concentrations de Cd dosées 

dans les surnagecnts des milieux de culture acidifiés et dans les culots de 

cellules digérés par la méthode aux micro-ondes respectivement. On notera 

que les quantités de Cd dosées par la méthode aux micro-ondes sont très 

faibles. 

Les quantités de Cd(lI) contenues dans les protéines extraites des 

algues témoins utHisées pour les chromatographies étaient de 3~6 et 3~5 J,lg 

Cd(lI) 1 9 de protéine (poids sec). Pour la deuxième condition expérimentale 

les quantités de Cd(11) étaient de 126 et115 J,lg Cd(ll) 1 9 de protéine. Enfin~ 

pour la troisième condition expérimentale, elle était de 669 J,lg Cd(ll) / g de 

protéine. 
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Tableau 4. Quantité totale de Cd(11) dosée dans les milieux de culture. 
Concentrations en ppb. 

Jour Témoln 30 ppb de Cd(t 1) 70 ppb de Cd( Il ) 

1 0 1,03 .1,30 
2 2,21 8,03 
3 6,56 9,72 
5 6,90 15,72 
10 5,60 11,32 
15 8,67 14,09 
20 1 .. 01 7,41 13,47 
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Tableau 5. Quantité de Cd(1 t) dosée dans les surnageants de milieux de 
cul ture centri fugés. Concentrations en ppb. 

Jour Témoin 30 ppb de CdO t) 70 ppb de Cd( 1 t) 

1 0 1,03 1,30 
2 2,21 6,03 
3 6,56 9,72 
5 6,90 15,7,2 
10 5,60 11,32 
15 6,67 14,09 
20 0 7,41 13,47 

T6bleau 6. Quantité de Cd(lI} dosée dons les culots de milieux de 
culture centrifugés; digestion aux micro-ondes. 
Concentrations en ppb. 

Jour Témoin 30 ppb de Cd( Il) 70 ppb de Cd( Il) 

1 0 0 0 
2 0 0 
3 0 0 
5 0 0 
10 0 0 
15 0 0 
20 1,01 0 0 
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3.1 Chromatogrammes des algues témoins. 

Les résultats de deux chromatographies effectuées avec les 

protéines extraites des algues témoins apparaissent il la figure 9. Pour 

chaque chromatogramme, 2 pics principaux sont visibles par leurs 

empreintes il 254 et 260 nm. Le premier pic contient des protéines de poids 

moléculaires élevés (PM> 60 000) et le deuxième pic des protéines de 

faibles poids moléculaires (PM < 5 000). Le deuxième pic est composé d'un 

mélange de polypeptides, de fragments d'acides nucléiques et de molécules 

biologiques de petlte taille (Brown et aL, 1977). 

Dans 1 e premi er pi c, les absorbances il 254 et il 260 nm sont en 

phase tandis que dans le deuxième pic (fig. 9), le maximum d'absorbance il 

254 nm est décalé vers la droite par rapport au maximum d'absorbance il 260 

nm. La distribution du Cd lié aux protéines est indiqué il la figure 10 et est 

très près de la 1imite de détection (0,1 ppb). 
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Comme pour la première condition expérimentale, les résultats de 

2 chromatographies effectuées avec les protéines extr6ites des algues 

exposées 8 30 ppb de Cd(lt) sont présentés 8 la figure 11. 

1 ci encore on remarque la présence de 2 pi cs. Ces pi cs se si tuent 

envi ron 6UX mêmes endroi ts Que pour la condi t j on expéri mental e précédente. 

L'611ure du premier pic ressemble beaucoup 8 celle du premier pic de 

la première condition expérimentale. 

P6r contre, le deuxième pic s'étendant des fr6ctions 87 8 97 

environ est beaucoup plus prononcé Que dons le C6S des algues témoins. Les 3 

maxima observés sont tous décalés l'un par rapport ft l'outre. En premier 

lieu, on observe un maximum de concentr6tion de Cd entre les fractions 85 

et 87 (fig. 12), Suit le maximum d'absorption 8 280 nm vers les fractions 89 

et 90, et enfin le maximum d'absorbance ft 254 nm 8 la fr6ction 95 (fig. 11). 

Les concentrat i ons de Cd associ ées aux 2 pi cs des 2 

chromatogrammes se situent 6UX alentours de 0,20 J1g de Cd(II)/fr6ction. 

Ces résultats présentés 8 la figure 12 mettent en évidence une accumulation 

localisée de Cd car la concentration nominale de Cd dans la sac était de 30 

ppb de Cd(l t) et la concentration maximale observée de 9 ppb de Cd(ll). On a 

retrouvé un total de 128 J1g de Cd(ll) et de 115 J19 de Cd(ll) par g dans les 50 
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chromatographi es respectivement. 

3.3 Chromatogramme de la troisième condition expérimentale. 

Le chromatogramme des protéines extraites des olgues soumises à 

une concentrotion de 70 ppb de Cd(lI) est très semblable à ceux de la 

deuxième condiUon expérimentole. Les seules différences relevées sont que 

les concentrations de Cd et que l'obsorbonce à 254 et 6 280 nm y sont 

beaucoup plus élevées (Hg. 13A). On retrouve encore les 2 pics identifiés 

précédemment sur les autres chromatogrammes. Le premier pic est toujours 

au niveau de la fraction 27 et le deuxième pic s'étend des fractions 85 6 97. 

On note encore les 3 maxima du deuxième pic identifiés pour la 

deuxième condition expérimentale (fig. 11 et 12). Leur patron d'élution 

correspond eX6ctement â celui décrit auporavont pour la deuxième condition 

expérimentale. 

Les concentrations de Cd(lI) ossociées aux 2 pics du 

chromotogramme sont environ de 0,70 et de 0,85 J,lg de Cd(II) 

respectivement pour le premier et le second pics (fig. 136). On remorque 

encore une accumulation locale de Cd mais cette fois-ci beaucoup plus 

marquée que pour la condition 30 ppb de CdOI). En effet, au deuxième pic, 
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Figure 13A. Profil d'élution des protéines extraites des algues exposées 
â 70 ppb de CdOI). 

136. Concentration de Cd associée aux fractions. 
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de celle de la deuxième condition, on dénote une concentration de Cd(ll) ·5 

fois plus élevée (O~85 JJg vs O~20 JJg). L'éQuiYolent de 689 JJg de CdOI) por g 

de poids sec 0 été dosé dons les 50 mg de protéines lyophi1isées uti1isées 

pour la chromatographie . . 11 fout ici se roppeler Que la concentration 

nomi nol e du Cd 0 joutée ou soc étoi t de 70 ppb de Cd( Il) et Que 10 

concentrotion réel1e moximole dosée étoit de 16 ppb de Cd2+ (tobl. 4). 

4. Cd contenu dons les fnlctions. 

On remorque oux figures 9 ft 13 Que les maxima correspondant ou 

Cd(ll) dosé por spectrophotométrie d'obsorption otomiQue et il l'obsorbonce il 

254 nm dans 1 e deuxi ème pi c ne concordent pas. Ces deux mesures 

caractérisent pourtant toutes deux le Cd contenu dons les fractions. On sait 

toutefois Que l'absorbonce il 254 nm ne représente pos uniquement le Cd 

mois est reconnu généralement comme étont le lien Cd-cystéine. De plus, on 

soit Que plusieurs substances différentes absorbent dons cette région de 

l'ultra-violet et Qu'el1es peuvent interférer dons le dosage d'un seul et 

unique type de substances. 

. ;: ' .. -'. . 
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Les protéines contenues dans chacune des fractions sont dosées par 

la méthode du bleu de Commassie (Bradford, 1976) oHn d'en évaluer la 

concentration. La figure 14 présente les résultats des dosages effectués sur 

les fractions des deux chromatogrammes des algues témoins. Dans les deux 

cos, on remarque un pic très élevé, au-delà des limites de détection de la 

méthode, entre les froctions 25 et 29. Ces fractions correspondent au 

volume mort de 10 colonne et contiennent les très grosses protéines dont la 

toille ne peut être déterminée por le type de gel utilisé. Un deuxième pic est 

visible à 10 fraction 53. Ensuite, la concentrotion de protéines diminue 

progressivement mais demeure stable à partir de la froction 70 environ. 

Pour les olgues exposées 6 30 ppb de Cd(lIt le profil des 

concentrotions de protéines correspond en tout point 6 celui des olgues 

témoins (fig. 15). On remorque 10 présence du pic représentant le volume 

mort de la colonne puis le pic de la fraction 53. Toutefois, ce deuxième pic 

est très peu prononcé dans 1 e deuxi ème chromotogromme. Tout comme pour 

les olgues témoins, 10 concentrotion vorie très peu 6 portir de 10 froction 

70. 

Les résultats des dosages effectués pour 10 troisième condition 

expérimentole (fig. 16) sont semblobles 6 ceux obtenus pour les deux 
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dosées dans les fractions ayant un intérêt dans le cadre de cette étude, 

soient les fractions 60 0 100, varient entre 2 et 4 j1g.L -1. Une seule 

exception, l es concentrations dosées dans la deuxième chromatographie des 

olgues témoins se situent outour de 0 j1g.L -1. 

6. 801orue dons l"ultro-Yiolet. 

Un boloyoge entre 200 et 300 nm a été effectué sur les fractions 

les plus significatives des chromotographies. Ces froctions correspondent 

oux deuxièmes moxima d'absorbance détectés 8 260 et 254 nm. Ainsi, pour la 

fraction 67 de la chromatogrophie de 10 troisième condition expérimentole, 

le maximum d'obsorption dons 1'ultro-violet a Heu aux environs de 230 nm 

(fig. 17). 
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DISCUSSION 

1. Concentret j on de Cd et taux de croj ssance. 

L'utilisation d'une condition expérimentale témoin, de même Que de 

deux concentn!tions de Cd, 30 et 70 ppb de Cd(lI), permet de discriminer 

nettement l'effet de diverses concentrations de Cd sur le taux de croissance 

des algues (fig. 8). Au début de l'expérience, les algues réagissent très 

fortement aux conditions qui leur sont imposées. L'effet du choc toxique 

combiné 6 l'effet de dllution dû au transfert des souches dans les sacs se 

fait particulièrement sentir lors des sept (7) premiers jours de l'expérience. 

Pendant cette période, le taux de croissance le plus élevé est mis en 

évidence chez les algues témoins, tandis Que les algues soumises 6 30 ppb 

de Cd(lI) présentent un taux de croissance inférieur. Les algues exposées 6 
- -

70 ppb de CdOI) Quant 6 elles affichent le plus faible taux de croissance. On 

a aussi observé lors du décompte cel1ulaire Que les cellules de S. 

~ricomutum des deuxième et troisième conditions expérimentales étaient 

plus grosses Que les algues témoins. Plus la concentration de Cd était 

élevée, plus les algues semblaient gonflées. Ce type d'observation est 

souvent réa1isé lors d'expérience du même genre ( Foster, 1977; Smith, 

1983; Sl<owronsl<i et aL, 1985; Heuillet et al., 1986; Stauber et Florence, 
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A partir du septième jour {je croissance, les taux de croissance des 

algues des groupes témoin et exposées â 30 ppb de Cd(lI) sont de plus en 

plus semblables (tabl. 26). Le taux de croisscmce des algues de la deuxième 

condition est même supérieur â celui des algues témoins vers la fin de 

l'expérience (fig. 8). Par contre, le taux de croissance des algues de la 

troisième condition expérimentale demeure très stable tout au long de 

l'expérience et est environ la moitié des taux de croissance des autres 

condi t ions. 

D'après ces considérations, il semble Qu'une concentration de 30 

ppb de Cd(ll) soit idéale pour observer d'une part l'effet toxique du Cd sur S. 

capricornutum et d'autre part, la récupération Que cette espèce réalise en 

Quelques jours seulement. Il semble en effet d'après les résultats obtenus 

Qu'une concentration de 70 ppb de Cd(ll) soit trop élevée pour permettre 
. -

toute récupération de la part de la popUlation d'algues sans toutefois inhiber 

comp 1 ètement 1 eur métabo 1 i sme. Mentionnons Que 1 es algues de cet te 

condition ont un volume cellulaire visiblement supérieur â celui des algues 

des autres conditions et ce, tout au long de l'expérience. Cette incapacité â 

récupérer complètement se réflète par un faible taux de croissance Qui 

n'affiche aucune évidence de récupération par le fait Qu'il n'augmente jamais 

(fig. 6). 
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cOQ ri nomutum , les concentrotions potentiellement toxiques sont plutôt 

foibles ce Qui en foit une espèce très frogile oux voriotions brusques de 

concentrotion de Cd (Chioudoni et V1ghi, 1978). Por contre, le pouvoir de 

récupérot10n de cette espèce lorsque 10 concentrotion de Cd n'est pos trop 

élevée est très morQué. 

2. Concentnttions effectives de Cd. 

On remorque ou tobleou 4 10 différence entre les concentrotions 

nominoles de Cd: 0, 30 et 70 ppb de CdOI) et les concentrotions réelles 

dosées dons les socs: l, 9 et 16 ppb de CdOI). Dons le cos du soc témoin, 10 

présence de 1 }lg.L -1 de Cd(11) n'offecte en rien le toux de croissonce des 

olgues (flg. 8). 

Cependont, pour les deuxième et troisième conditions 

expérimentoles, il y 0 nettement perte de Cd. Le Cd n'étont pos un métol Qui 

se volotiHse focilement, 10 perte de Cd s'expliQueroit por 10 complexotion 

d'une portie du Cd oux porois des socs de plostiQue. Cette explicotion est 

proboblement plousible cor plus 10 Quontité d'olgues ougmente. plus 10 

concentrotion de Cd en solution ougmente oussi (tob1. 4). En effet, ou début 

de l'expérience 10 Quontité d'olgues donc de sites de complexotion en 
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attirantes pour le Cd. Puis, la population d'algues croit rapidement et on 

remarque que la quantité de Cd en solution augmente immédiotement. 

Etant donné que lorsque la population d'algues ougmente 10 

concentrotion de Cd en solution augmente aussi, on ne saurolt dire si le foit 

d'utiliser des socs en plastique plutôt qu'en polycorbonote indult un biais à 

l'expérience. Ce point reste à être clorifié. 

On remarque toutefois qu'à partir du cinquième jour d'expérience, 

la concentration de Cd contenue en solution et dans les olgues se stabilise 

et même diminue un peu (tabl. 4). Une expllcation pOSSible de ce phénomène 

serait que les algues mortes sédimentent au fond du sac entraînant avec 

elles le Cd qu'e11es contiennent. Cependant, étant donné que la concentration 

de Cd en solution et lié aux algues demeure assez stable jusqu'à la fin de 

l'expérience, on peut croire qu'au fur et à mesure que 10 concentration de Cd 

en solution diminue, le Cd lié aux porois se remet progressivement en 

solution. Ce phénomène pourrait être ossocié à l'étoblissement d'un équilibre 

parOi-suspension lorsque la phase exponentielle de croissance est terminée. 
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L'étude des cinq (5) chromatogrammes présentés précédemment 

ainsi que celle des concentrations de Cd associées aux fractions, nous 

permet d'observer que la majorité du Cd dosé dans les protéines est 

concentré les protéines de faible poids moléculaire. Bien sûr, on ne tient pas 

compte du Cd aux très grosses protéines qui sont éluées avec le volume 

mort de la colonne. Diverses précautions ont été prises pour s'assurer que 

le cadmium demeure fixé 16 où il l'était dans la cellule, et ne migre pas 

vers d'autres sites de complexation lors de l'extraction des protéines. Dans 

un premier temps, du 2-mercaptoéthanol a été ajouté au tampon servant 61a 

remise en solution des algues lyophilisées prévenant ainsi l'oxydation des 

sites de complexation. Ensuite, de l'azote gazeux a été barboté dans la 

solution d'algues lysées permettant d'éviter l'action néfaste de l'oxygène. 

Il est très difficile d'après les résultats obtenus de déterminer 

exactement le poids moléculaire, de même que la quantité de peptides 6 

laquelle est lié le deuxième pic de Cd des conditions 30 et 70 ppb de Cd(ll). 

Premièrement, les peptides retrouvés dans la fraction ft laquelle 

est associée la plus forte concentration de Cd (fig, 12 et 13B) ont un poids 

moléculaire très faible. Ce poids moléculaire ne peut être déterminer par la 

méthode habituelle consistant à reporter le Ke d'élution de la fraction sur le 
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sesltue aU-delft des limites d'exclusion de la colonne. Il ne s'agit pas 16 

d'un fait exceptionnel. A titre d'exemple, Robinson et coll. (1987) ont isolé 

un peptide phytochéloteur dont le poids moléculoire étoit d'environ 776 et 

celui isolé par Rouser (1987) était de 3 000. 

Deuxièmement, les résultats de dosage des protéines (fig. 14, 15 

et 16) pour les fractions Qui nous intéressent, soient 80 ft 95, sont 

identiques peu importe 10 condition étudiée. Ceci démontre Que le réactif 

Bi o-rad est i mpui ssant ft détermi ner la concentration de peptide des 

fractions où la concentration de cadmium est élevée. Une constatation Que 

l'on est ft même de faire lorsqu'on observe les figures 4, 12 et 136 est Que 

le moximum de concentration de Cd correspond ft la fraction où élue le 

glutothion. On soit Que 10 structure du glutothion est Glu-Cys-61y. On peut 

foire alo~s l'hypothèse Qu'on est bel et bien en présence de glutathion mai~ 

Que le réactif Bio-rad utilisé dans le dosage des protéines ne s'ossocie pas 

aux acides aminés contenus dans le glutathion. 11 fout toutefois être prudent 

en essayant d'établir un lien entre le glutathion et le pic de Cd(l J) dosé. la 

fraction où a élué le glutathion peut contenir une gamme de molécules de 

pOids moléculaires très variés. Cette fraction peut contenir toutes les 

molécules se situant entre 350 et 1 200 de poidS moléculaire, par exemple. 

Il s'agit d'une variation de poids moléculaire du simple au Quadruple. C'est un 
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. Lors du dosage des protéines par le réactif Bio-rad, les résultats 

du dosage de différentes concentrations de l'albumine sérique bovine 

servaient pour établir une courbe étalon (fig. 5). Les concentrations de 

protéines dans les fractions étaient déduites d'après cette courbe. Afin de 

vérifier si diverses concentrations de glutathion pouvaient être dosées par 

le ré6ctif Bio-r6d, une courbe ét610n du même type Que celle impliQuont 

l'olbumine sérique bovine a été réo1isée. Les résultots étoient on ne peut 

plus cloirs: peu importe la concentration de glut6thion dosée, les résultats 

du dosoge à 595 nm donnoient tous zéro (0). 

Troisièmement, 16 mesure de 1'6bsorb6nce des fr6ctions à 260 nm 

ne peut être très fi6ble d6ns l'éyolu6tion QU61it6tiye de 16 QU6ntité de 

peptides liont le Cd. Effectiyement, on soit Que 16 mesure de l'obsorb6nce à 

260 nm peut être utilisée comme indicoteur de la concentrotion de 

protéines. Toutefois, ce Qu'on dose à cette longueur d'onde ce sont les cycles 

des ocides 6minés aromatiques contenus d6ns les protéines. Or, le glut6thion 

et les polymères du glut6thion décelés chez les Yégét6ux ne contiennent p6S 

d'acides ominés oromatiQues. On ne peut donc 6ccorder be6ucoup 

d'importonce ou foit Qu'oyec 10 condition 30 ppb de CdOI) l'obsorbonce à 260 

nm soit de 0,2 (fig. 11) et Qu'à 70 ppb de CdOI) elle soit de 0,4 (fig.13A), 

c'est-à-dire le double. 
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Malgré le fait Qu'on ne puisse déterminer avec rigueur la 

concentration de peptides contenus dans les fractions 80 à 951 il est clair 

Que la présence de Cd a induit la synthèse de peptides. Il nous suffit de 

comparer les concentrations de Cd dosées (fig. 12 et 13B) pour les 

conditions 30 et 70 ppb deCd(l1) pour se rendre compte Que les réponses 

pour la condition 70 ppb de Cd(lI) sont supérieures. En effet l 67~ du Cd(lI) 

total se situe entre les fractions 73 et 101 pour la troisième condition 

expérimentale. Par contre, seulement 39 et 29~ du Cd(ll) total dosé dans les 

protéines extraites des algues exposées â 30 ppb de Cd(lI) est contenu dans 

ces fractions. A partir de ces faits, on peut suggérer Que la Quantité de 

peptides synthétisés est reliée â la concentration de Cd en solution. Ceci 

revient â dire Que plus la concentration de Cd en solution est élevée, plus la 

concentration de peptides riches en cystéine synthétisés est élevée. 

L'incorporation d'un précurseur radioactif pourrait aider ft la compréhension 
- -

du phénomène. 

4. Synthèse de peptides et toux de croi ssonce. 

Bien Qu'on ne pUisse déterminer avec précision la concentration de 

même Que le poids moléculaire des peptides synthétisés par les algues des 

deuxième et troisième conditions expérimentales. il est évident lorsqu'on 
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(fig. 8) que la concentration de Cd influence grondement leur croissance. 

Pour la condition 30 ppb de Cd(II), on remorque il la figure 8 que Je 

toux de croissance des algues il partir du jour huit (8) d'expérience est 

simllaire il celui des algues témoins. Cette constatation met en voleur 

l'efficacité des peptides induits par la présence de Cd olier le Cd présent 

dons la ce11ule. Le toux de croissance d'une population d'ftlgues nous 

permettant de vérifier s'il y a développement d'un mécanisme de tolérance 

(Bari aud et Mestre, 1984), on peut soupçonner que 1 es pept j des synthét j sés 

empêchent le Cd d'interférer avec les voies métoboliques des cellules. Les 

cellules ourftient olors un comportement normal molgré le foit qu'elles 

contiennent une quantité ossez élevée de Cd. En effet, une concentration 

nominole de 30 ppb de Cd(lI) 0 été ojoutée ou soc de 10 deuxième condition 

expérimentole pour donner une concentration maximale dosée d'environ 9 ppb 

de Cd(lI) en solution (tftbl. 4). Le résu1tot de cette contftminfttion est 

qu'entre 115 et 128 J1g Cd(lO/g de protéines (poids sec) étaient liés il 10 

cellule il la fin de l'expérience. A titre de comporoison, entre 3,5 et 3,8 J1g 

Cd(II)/g de protéines (poids sec) étftient liés oux olgues témoins. Ainsi, une 

concentration de 30 ppb de Cd(lI) serait idéale pour observer, d'une port, le 

choc toxique en début d'expérience, et d'outre port, la récupération et 10 

croissonce norm01e des olgues grâce il 10 séquestrotion du métal par des 
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Pour 16 condi ti on 70 ppb de CdOI), il semble Que même si une 

certaine synthèse peptidiQue, Que l'on soupçonne supérieure â celle de 16 

deuxième condition, a lieu, elle ne soit pas suffisante pour permettre une 

récupération appréciable de la port des algues (fig. 6). le toux de croisstmce 

des algues de cette condition est très stable 0 partir du huitième jour 

d'expérimentation et est environ deux fois plus faible Que celui des algues 

des deux premières conditions. 

Bien Que 70 ppb de CdOI) oient été ajoutés ou soc de la 

troisième condition, seulement 16 ppb de CdOI) étaient en solution (tabl. 4). 

la Quantité de Cd liée aux peptides synthétisés était Quant â elle de 669 J1g 

Cd(II)/g de protéines (poids sec). Nous sommes en présence d'une 

concentration de Cd(lI) lié aux cellules environ 5 â 6 fois supérieure â celle 

de la deuxième condition. Il semble donc Qu'une concentration de 70 ppb de 
- -

Cd(lI) en solution excède la capacité de séQuestrfttion des peptides induits 

par la présence de Cd dons les cellules. Une outre hypothèse pouvant 

expliquer l'état physiologique anormal des cellules est Que le pool de 

précurseurs des peptides chélateurs est épUisé. l'excès de Cd pourrait alors 

interférer avec les yoies métaboliques des cellules diminuant ainsi leur 

croiss6nce. 

D'après ces considérations on peut mettre en évidence Que la 
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croissance d'autant plus près de la normale Que la concentration de Cd en 

solution est faible. Au-delà d'une certaine concentration la synthèse de 

peptides chélateurs ne serait plus suffisante pour désactiver le métal. 

5. Identification des peptides chélateurs. 

Les pics du dosage du Cd (fig. 12 et 136) de même Que le 

balayage dans l'ultra-Yiolet (fig. 17) peuvent aider à l'dentification des 

peptides chélateurs de Cd. Toutefois, on se doit d'être prudent dans 

l'interprétation de ces figures. 

Nous ayons de bonnes raisons de croire Que ce peptide chélateur 

est le glutathion ou un polymère du glutathion. En effet~ le Cd{lI), étant 

fortement attiré par les groupements sulphydryles, irait se lier au 
- -

glutathion, remplaçant l'hydrogène du lien SH. Comme le Cd{ll) est diyalent 

une autre molécule de glutathion viendrait se 11er formant ainsi un dimère. 

Ce complexe serait probablement peu stable. Il serait ensuite oxydé, 

entraînant la formation de ccP et de GSSG. La polymérisation continuerait 

jusqu'à ce Que des composés plus stables soient formés. 

Ces résultats sont en accord avec la littérature existant sur le 

su j et. La plupart des peptl des ou protéi nes i dentl fi ées chez 1 es al gues sont 
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(1966) ont isolé de la fraction protéique de C. fusca un peptide 

phytochélateur ayant la structure suivante (1-Glu-Cys)n-G1y où n=2 à 5. Ce 

type de polymère a aussi été isolé chez les végétaux supérieurs avec un 

nombre d'unités peptidiQues variant cette fois de 3 à 7 (Grill et aL. 1965a). 

On se rappellera Que la structure du glutathion est Glu-Cys-61y. Lors de la 

polymérisotion. la glycine serait remplocée par un lien ~-glutomyl entre 

l'acide glutomiQue et la cystéine de choque résidu composont le polymère 

(Grill et a1., 1965b). O'6près Robinson et Thurm6n (1966). ce type de lien 

indique Que les peptides sont induits por des enzymes et non por les gènes 

comme c'est le C6S pour les mét6llothionéines. 

6. Effet globol du Cd sur- S. copncomutum. 

6.1 Morphologie des cellules. 

De foçon générole. il 0 été observé Qu'une oddition de mét61 

toxique. ici le Cd. a entroÎné des onomo1ies morphologiques chez les cellules 

de S. capricomutum. Comme c'est le C6S chez plusieurs espèces d'61gues. 

Ph6eod6cty1um tricomutum (Nuzzi. 1972). C. YU1g6riS (Foster, 1977), 

Skeletonema costatum (Smith. 1963), Sticoccocus bacillaris (Skowronski et 
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(Stouber et Florence~ 1966) et ,Ç. vulgoris et Scenedesmus guodricoudo 

(Bastien et Côté~ 1966 a et b). 10 présence d'un métal toxique en solution 0 

provoqué une ougmentotion du volume celluloire chez~. copricomutum. 

Cette augmentation du volume cellulaire pourrait avoir deux 

causes principoles. Premièrement~ selon Stouber et Florence (1966), l'effet 

principal de rajout de métol toxique, dons leur expérience ovec le cuivre, 

sur les algues, serait une destruction des sites actifs des enzymes et une 

diminution du rapport GSH/GSSG par l'inhibition de la glutathione réductose. 

Une diminution du rapport glutothion rédult (GSH) et glutothion oxydé (GSSG) 

résulterait en un orrêt de la mitose. Comme on soit que les métoux sont très 

ottirés por les groupements sulphydryles (SH). il n'est pos impossible Qu'ils 

interogissent oussi ovec 10 méthionine, outre ocide ominé contenont du 

soufre. Or, la méthionine jouerait un rôle important dans la formation ,!u 

fuse ou aChromatique lors de la division cellulaire (Davies, 1976). De plus, il 

est bi en connu que deux aci des ami nés, la méthi oni ne et la séri ne, servent il 

la synthèse de la cystéine (Lehninger, 1962). La cystéine est l'un des acides 

aminés composant le glutathion. La synthèse et le rôle exact du glutathion 

chez le phytoplancton et les végétaux en général ne semblent pas être 

connus (Kurelec, 1977; Beevers et aL, t 982). De plus, Jones et coll. (t 987) 

rapportent Que le Cd peut interagir avec l'enzyme transformant les acides 
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font partie des lipides membranaires et jouent un rôle important dans 

l"i ntégri té des membranes. En outre ~ ils sont essent i el s aux ni veaux 

supérieurs de la chaÎne trophique. On est 6 même de constater Qu'il n'est pas 

facile de déterminer tous les effets de la liaison d'un métal toxique avec les 

groupements SH sur la biochimie d'une cellule. 

Deuxièmement, on 0 observé ft Quelques reprises Que 10 

photosynthèse était peu affectée por 18 presence de métol toxique (Butler et 

a1.~ 1980; Stauber et Florence~ 1986). Ainsi, dans notre expérience~ l'effet 

combiné d'une suppression de la mitose et du maintien de l'activité 

photosynthétiQue pourrait expliquer le gonflement des cellules après 

l'intoxication au Cd. 

Cette augmentation de volume cellulaire du phytoploncton pourrait 

avoir une conséquence physiologique indirecte. En effet, une cenule gonflée 
- -

présente un rapport surface/volume plus élevé Qu'une cellule normole. Ainsi, 

pour une même concentration ou Quantité de métal dons une cellule, le 

rapport métollmatériel cellulaire serait beaucoup plus faible dons une 

cellule gonflée Que dans une cellule normale. On serait en présence d'un 

phénomène de dilution. 

L'observation de ces très grosses cellules induites par la présence 

de Cd nous suggère Quelques expl1cations Quant 6 la localisation du Cd dans 
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du volume cellulaire serait due ft l'accumulation de carbone dons 10 cellule. 

le carbone ne pourrait être excrété ou utilisé dons la division cellulaire 

puisque la division est inhibée. le Cd, tout comme le cuivre dans le cos de 

Stouber et Florence, ne semble pas ici affecter la photosynthèse. De plus, la 

majorité des fonctions cellulaires, surtout dons le cos de 10 deuxième 

condition expérimentale, ne semblent pos inhibées, ce qui suggère que le 

CdOI) ouroH été désoctiyé por les groupements SH introcelluloires plutôt 

que membmnoires. Ainsi, pour les olgues soumises ft 10 deuxième condition 

expérimentole, on 0 de bonnes misons de croire que le Cd(lI) se trouve 

chéloté soit par 10 cystéine ou par le glutothion dons le cytoplosme de la 

cellule. 

Pour ce qui est de la troisième condition expérimentale, comme la 

concentmtion interne de Cd est très élevée (fig. 136), on pourroit croire que 
- -

tous les sites des peptides chélateurs étant occupés, il y a débordement du 

Cd sur les outres métobolites cellulaires. l'excès de métol iroit même 

jusqu'ft offecter les protéines membronoires (Stouber et Florence, 1986). Il 

pourrolt s'en suivre une ougmentotion de 10 perméobilité membronaire ce qui 

entminerolt 10 rupture de 10 cellule. D'ailleurs, quelques cellules exposées ft 

70 ppb de CdOI) ont été observées presque vides de leur contenu cellulaire. 
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On a mentionné précédemment Que la concentration de Cd ionique, 

Cd(II), pour S. capricomutum était très faible. Effectivement, 16 ppb de 

Cd(lI) sont suffisants pour réduire considérablement le taux de croissance 

de la population d'algues et empêcher toute récupération (fig. 8). 

Un des facteurs i nfl uençant beaucoup la bi odi sponi bi 1 j té et la 

toxicité d'un métal en solution est le pH (Skowroflski et aL, 1985; Wong, 

1987). Il semblerait Que l'espèce d'algue de même Que le milieu de culture 

utilisé joueraient sur l'effet toxique du métal. Ainsi, Skowronski et coll. 

(1985) rapportent Que pour l'espèce Sticoccocus bacillaris le Cd est moins 

toxique à un pH entre 2,7 et 5,5 Qu'à un pH se situant entre 6,0 et 7,0. Les 

auteurs croi ent Que 1 e Cd est moi ns toxi Que à f ai b 1 es pH parce Qu'une 

compétition existe entre les ions H+ et le Cd(lI) pour les sites 

membranaires où la prise en charge a lieu. Wong (1987) rapporte Que des pH 

basiques au-deM de 8,0 atténuent l'effet tOXique du Cd sur les algues. A des 

pH élevés, les ions métalliques précipitent sous forme d'hydroxydes. 

Le pH des milieux de culture lors de l'expérimentation variait la 

plupart du temps entre 5,61 et 7,63 (tabl . 3). Il existe une seule exception 

aux jours 2 et 3 pour les sacs témoin et celui contenant 30 ppb de Cd(ll) 

puisqu'à ce moment le pH se situe au-dessus de 8,0. On peut dire Qu'en 
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permettant d'observer un effet toxique maximal du Cd sur les algues. La 

figure 16 présente la distribution des espèces solubles du Cd dans l'eau 

douce pour des pH de 4 â 9. 

6.3 Présence de l'!ID1tides phytochélateurs. 

D'après l'analyse des résultats effectuée au point 5 précédent, 11 y 

a tout lieu de croire qu'un polymère du glutathion serait la phytochélatine 

riche en cystéine, donc en soufre, induite par la présence de Cd dans les 

milieux de culture. Dans la plupart des cas rapportés dans la littérature, les 

phytochélatines se présentent sous la forme (K'-Glu-Cys)n-Gly (Grill et aL, 

1965b, 1967; Gekeler et aL, 1966) ou si leur structure n'est pas identifiée 

formellement, on pense toutefois qu'elle est différente de celle des 
- -

métallothionéines (Fujita et al., 1977; Stokes, 1977; Bariaud et aL, 1965; 

Rauser, 1967). Selon le schéma proposé précédemment, les peptides 

phytochélateurs agiraient comme intermédiaires entre le Cd(lI) et le CcP, 

inoffensif pour la cellule. On pourrait toutefois retrouver au même moment 

dans les cellules tous les intermédiaires entre le glutathion et les 

polymères peptidiques stables. 

Bien qu'on sache maintenant que la plupart des algues 
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Figure 18, Distribution des espèces solubles de codmium en eou douce pour des 
pH se situont entre 4 et 9, Voleurs des constontes (T= 25QC; P= 1 otm; 
1= 0) tirées de Smith et Mortel (1 976). 
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des métaux toxi Ques sur 1 eur métabo 1 i sme, peu de choses sont connues sur 

le comportement du complexe phytochélatine-métal. Certains auteurs ont 

suggéré Que ce complexe serait excrété dans le milieu ambiant (Cossa, 

1976; Foster, 1977; Kett1eet deNoyelles, 1986). Heuil1et et coll. (1986) 

Quant â eux proposent Que le complexe pourrait être accumulé dans les 

vacuoles de la cellule. 

Un autre mécanisme de détoxification consisterait en une 

di mi nut i on de 10 pri se en chorge du Cd( Il) por un changement de la 

perméabilité membranaire. Ce mécanisme pourrait conférer une résistance 

aux souches exposées au Cd (Bariaud et Mestre, 1984; Bariaud et al., 1985). 

Un tel mécanisme existe bel et bien chez la bactérie Stapl!Y10coccus aureus 

(Weiss et al., 1978). La résistance au Cd chez cette bactérie est due â deux 

(2) plasmides (Sil ver, 1984). Le premier, cadA, permettrait l'efflux du Cd 

hors de la cellule. Il s'agirait d'un système d'échange du type Cd(lO/2H+ 

nécessitant de l'énergie (ATP). Le rôle du deuxième, cadB, est moins bien 

connu. On croit cependant Que ce plasmide induit une activité de 

comp1exotion Qui serait due â une composante membranoire du type 

métallothionéine. On ne sait toutefois pas si le type de résistance Que le 

deuxième plasmide provoque pourrait être plausible chez le phytoplancton. 
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surtout par le fait que leur synthèse n'est pas induite directement par les 

gènes (Grill et al.~ 1986~ 1987). 

6.4 Mode d'action possible du Cd. 

A la 1 umi ère de ces données, on peut proposer un scénari 0 des 

différentes moyens utilisés par la cellule pour contrer la toxicité du 

cadmium. 

Le Cd, métal non essentiel pour la cenule~ emprunterait le système 

de transport d'un métal essentiel pour entrer dans la cellule. Il s'agirait d'un 

métal qui 1 ui est chi mi quement si mi lai re, 1 e manganèse ou 1 e zi nc par 

exemple (Weiss et a1.~ 1978). On croit que l'inhibition des transporteurs 

membranai res du Mn( Il) serai t dépendante de la concentrat ion 

intracellulaire de ce métal mais que la concentration de CdO 1) n'aurait 

aucun effet sur eux (Silver, 1978). 

La cellule de phytoplancton llerait ensuite le Cd(lI) au pool de 

glutathion intracellulaire. Une activité de polymérisation du glutathion plus 

marquée pourrait se produire â ce moment. On ne peut affirmer sila 11aison 

du Cd(ll) par le glutathion constitue en soi un mécanisme de résistance ou 

s'il s'agit d'une méthode de détox1fication efficace mais temporaire. Si on 
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produise un efflux spécifique du CdOI) au niveau membranaire comme c'est 

le cas chez S. aureus (Silver. 1984). 

Etant donné la ressemblance sur plus d'un point des bactéries et 

des algues unicellulaires. les résultats obtenus sur les bactéries pourraient 

servir de base â des recherches futures sur les mécanismes de résistance 

des mi croorgani smes phytop lanctoni Ques. 
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Pendant les 7 premiers jours d'exposition au Cd, les algues de 

l'espèce Selenastrum capricomutum réogissent très fortement Ceci se 

troduit par un taux de croissonce foible por rapport 6 celui des algues 

témoins. Por 10 suite, les algues exposées 0 30 ppb de CdOI) démontrent une 

récupération marquée. Par contre, une concentration de 70 ppb de Cd(lI) 

semble trop élevée pour permettre toute récupération de la part de 10 

populatlon: le taux de croissonce reste stoble jusqu'o 10 Hn de l'expérience et 

est envi ron la moi t i é de ceux des outres groupes. 

On a noté que les concentrotions nominales et réelles dosées de 

Cd(lI) dans les sacs diffèrent quelque peu. Ce phénomène peut s'expliquer par 

10 complexation du Cd sur les parois des sacs de plastique. Au fur et 6 

mesure que la quantité d'algues, c'est-o-dire de sites de complexation, en 

solution ougmente, il se produiroit une désorption du Cd(11) des porois vers 

les algues en solution. 

Lors des chromatographies, la majorité du Cd dosé dans les 

protéines extraites des algues était associé oux fractlons contenant les 

protéines de très faible poids moléculaire (peptides). Le réactif Bio-rad s'est 

montré impuissant 0 doser les peptides contenus dans ces fractions. Bien 

qu'on ne pUisse déterminer la quantité de peptides induits par 10 présence de 
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Quantité de peptides induits est importante. Toutefois, il semble Qu'une 

concentration de 70 ppb cd Cd(II) en solution excède la capacité de 

séquestration des peptides induits par la présence de Cd dans les cellules. 

les taux de croissance des populations concernées en sont la preuve. 

Nous ne pouvons identifier formellement les peptides chélateurs 

isolés des cellules phytoplanctoniQues mais nous croyons Que le glutathion 

et/ou un polymère du glutathion seraient en cause. En effet. le Cd(l t) en se 

liant aux groupements sulphydryles des molécules de glutathion pourrait 

induire la polymérisation de celles-ci. Nous croyons Que dans l'avenir. les 

études du même genre devraient inclure des dosages du glutathion et des 

groupements sulphydryles des peptides induits par la présence de métal. 
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