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'Résume

Le présent travail se veut une contribution & 1'amélioration des
connaissances de l'effet toxique du Cd sur Selenastrum capricornutum. A
cette fin, deux groupes d'algues cultivées en sacs ont été exposées a 30 et 70
ppb de Cd(11).L"! respectivement pendant une période de 20 j- La croissance
de ces algues en fonction de la concentration de Cd a laquelle elles étaient
exposées a eté etudiée. Des chromatographies des protéines isolées de la
fraction cytoplasmique de ces algues et du Cd qui leur était associé ont aussi
eté realisées.

Les résultats de cette étude révélent que plus la concentration de
Cd est élevée, moins le taux de croissance des algues est grand. En présence
d'une concentration 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 aus;si observé que plus la concentration de Cd est élevée, plus I;s
cellules accumulent de Cd, et ce surtout dans des protéines de faibles poids
moléculaires. Ainsi, 1'induction de protéines de faibles poids moléculaires en
présence de Cd a été clairement démontrée. Toutefois, le poids moléculaire
de méme que la gquantité exacte de protéines synthétisées n'ont pu étre
déterminés. On croit cependant qu'un polymére du glutathion du type

{0=6Glu-Cys)n-Gly serait en cause.
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INTRODUCTION

L'écotoxicologie est un domaine d'étude offrant des possibilités
de recherches multiples (fig. 1). Parmi celles-ci mentionnons V'étude
qualitative et quentitative des effets adverses de produits xenobiotiques
sur les organismes aquatiques. L'étude du trensport, de 1a distribution, de la
trensformation et du destin de ces produits dans le milieu (Rand et
Petrocelli, 1985) est oussi intéressante. L'écotoxicologie touche deux
champs d'activités principeaux: VTun ayont trait &4 la gestion de
I'environnement et lautre & la rechefche. Le premier a contribué au
développement de bio-essais et & la précision de normes pour sauvegarder la
qualité de V'environnement. Le second considére surtout les mécanismes
d'action chimiques et biochimiques et les processus physiologiques. Ce
deuxieme champ d'activités se déeveloppe activement depuis quelques années.
Mentionnﬂns, a titre d'exemple, les recherches effectuées recemment sur le‘s
mécanismes d'action conférant une résistance aux organismes vivant dans
des milieux pollués par les méetaux. |1 va sans dire que ces deux champs de
I'écotoxicologie sont étroitement liés et que les connaissances acquises par

les activités de recherche influencent grandement l'orientation des travaux

des gestionnaires de 1'environnement.

L'étude du processus de résistance chez les algues unicellulaires




Toxicologie aquatique

!

Processus intégres:

- tests de toxicité
- mesures chimiques
- analyses statistiques

- modélisation

/ ‘A.,\

Structure/fonction Concentration environnementale
biologique: (distribution/destin)

- écologie aquatique Facteurs physiques:
- physiologie - structure moléculaire
- biochimie - solubilite
- histologie - volatilite
- comportement - sorption

Facteurs chimiques:
- hydrolyse

- photolyse

- oxydo-réduction

Facteurs biologiques:
- bioaccumulation

- biotransfouiination
- biodégradation

Figure 1. Toxicologie aquatique: une science multidisciplinaire.
(adapté de Rand et Petrocelli, 1985).




est une avenue particulierement intéressante. On sait depuis quelque temps
déja que les algues unicellulaires peuvent développer une résistanc~r & on
milieu pollué (Sorentino, 1978; Rai, 1981; Stokes, 1983). Cette résistance
peut devenir un élément problématique majeur dans 1'environnement du fait
que ces algues font partie de la chaine alimentaire. En effet, les espéces
résistantes étant favorisées, elles deviennent dominantes dans le
peuplement et ont un rile determinant sur I'intégration de polluants dans les
divers maillons de la chaine. L'étude de V'accumulation des métaux et de la
facon dont ils sont métabolisés est particuliérement importante dans la
compréhension du phénomeéne.

Les études réalisées sur I'accumulation des métaux ont permis
d'acquérir des informations sur la prise en charge de métaux par des
populations tolérantes et non-tolérantes de micro-algues. Ces études ont
mis en lumiére deux mécanismes. Premiérement, 1a concentration de métal
accumulée par les populations résistantes est plus faible que cell;
accumulée par les populations non-résistantes (Foster, 1977; Bariaud et ol,,
1989). En deuxiéme lieu, pour les mémes concentrations de métal, le taux de

croissance des populations tolérantes sera beaucoup moins affecté que celui

des populations non-résistantes (Foster, 1977).

Les résultats obtenus dans les expériences ayant trait a la prise




en charge et 4 'accumulation de métaux chez les algues unicellulaires
révélent que les mécanismes de résistance sont et/ou impliquent des
mécanismes de détoxification (Stokes, 1983).

Parmi ces mécanismes de résistance, mentionnons entre autres,
la synthése de protéines de type métallothionéines.

Depuis quelques années, plusieurs chercheurs ont tenté de fuire
la lumiére sur la présence et le rile des métallothionéines. Ces protéines
fixatrices de métaux de faibles poids moléculaires ont été relativement
bien étudiées chez les vertébrés (Ridlington et al, 1981) et
particuliéerement chez les humains (Rugstad et Norseth, 1975). De telles
protéines ont été mises en évidence chez les plantes vasculaires
supérieures. Toutefois, les chercheurs en biologie végetale ne sont
pas unanimes quant & leurs caractéristiques: synthése, poids
moléculaire, etc.. Méme leur nom est sujet a controverse: certains les
oppelleni des phytométallothionéines (Rauser, 1987), d'autres de_s
phytochélatines (Grill, 1985).

Il existe des évidences quant au pouvoir de détoxification des
protéines fixatrices de métaux. 11 est bien connu qu'une souche d'algues
non-résistante mise en contact avec une concentration méme faible de

métal décline parce que le métal se lie aux organites de la cellule ou

intervient dans des voies métaboliques et ainsi, empéche son bon




fonctionnement (Nuzzi, 1972; Foster, 1977; Saboski, 1977; Sorentino, 1978;
Smith, 1983; Stauber et Florence, 1987; Bastien et Coté, 1969a). Par contre,
la présence de protéines fixatrices de métaux diminuerait la quantité de
métal “disponible” pour les organites et les diverses voies métaboliques de
la cellule. On croit que les proteines fixatrices de métaux auraient un
effet protecteur sur les organites et les voies métaboliques en désactivant
les métaux dans 1a cellule. La population d'algues aura ainsi la possibilité de
croitre & un rythme d'autant plus prés de celui d'une population normale que
la concentration de métal actif sera faible (Butler et al., 1980; Bastien et

Cotée, 1966 a et b).

Plusieurs scénarios ont été suggérés quant aux processus de
détoxification. Généralement, on pourrait distinguer dans le processus de
détoxification deux genres de mécanismes dont I'activation est trés
diff érent’e comme nous le constaterons plus loin. En effet, 'un résulterait e;u

la synthese de metallothionéines et V'autre serait caractérisé par la

présence de phytochélatines.

Trés réecemment, Bastien et Coté (1988b) ont proposé une
séquence d'événements qui expliquerait le premier genre de mécanisme

décrit ci-haut. Le série d'événements suggérée décrit les mécanismes




activés par la cellule & court, moyen et long terme suite a une intoxification
au cuivre. Brievement, les étapes sont les suivantes:

i) en moins de 24 h, on observe une altération des membranes et
un déséquilibre osmotique;

ii)entre 24h et 4j, on constate une diminution du teux de
croissance, une augmentation du nombre d'inclusions intravacuolaires, une
accumulation d’amidon et de lipides;

iii) entre 72 h et 15 j, les cellules sont peu actives;

iv) aprés 22 j, la densité cellulaire du groupe expérimental est
semblable a celle du groupe témoin. Les cellules demontrent la présence de
nombreux ribosomes, un développement prononcé du réticulum
endoplasmique et une activité de synthése accrue. De plus, on observe la
disparition des inclusions intravacuolaires;

v) apres 50 j, le facteur de bioaccumulation du groupe

-

expérimental est trés faible (17) et les taux de croissance des deux groupes

sont identiques.

A partir de ces évenements, on peut poser I'hypothése de
I'existence de processus ou mécanismes importants de déetoxification. A
court terme, les granules de polyphosphates ou inclusions intravacuolaires
lieraient le cuivre, le rendant ainsi moins disponible au reste de la cellule.

A moyen terme, l'appareil de synthése serait appelé & se développer. Et




enfin, & long terme, les protéines synthétisées iraient lier le cuivre présent
dans la cellule. Etant donné que le facteur de bioaccumulation est trés
faible, on peut croire que le complexe “proteine fixatrice-cuivre™ serait
libéré dans 1'environnement. Plusieurs auteurs ont suggéré 1'existence d'un
tel processus pour le cuivre ainsi que pour d'autres métaux (Foster, 1977;
McKnight et Morel, 1979; Rai et al.,, 1981; Stokes, 1983; Bariaud et al,
1985). D'autres auteurs ont proposé que ces protéines fixatrices de metaux
migreraient vers la membrane extérieure de la cellule et iraient lier le
métal avant méme qu'il n‘entre dans la cellule {(Butler et al., 1980; Smith,
1983).

On peut dire que la synthese de protéines fixatrices de métaux
constitue un mécanisme de résistance trés puissent. En effet, aprés 22 j
d'expérimentation, on n'a observé aucune différence entre le taux de
croissance du groupe expérimental et celui du groupe témoin (Bastien et

-

Cote, 1969b).

Le deuxieme type de mécanisme de détoxification résuiterait en
la présence de phytochélatines. Les phytochélatines ont été isolées de

presque tous les végétaux, des plantes supérieures aux algues unicellulaires.
Par leur structure différente, (9-Glu-Cys),-Gly ot n= 2 & 11 (Grill et al,

1987b), et 1a présence de liens d-glutamyl, les phytochélatines seraient



induites via la polymérisation enzymatique de précurseurs peptidiques
tels que le glutathion ou 1a #-glutamyi-cystéine. Ainsi, les phytochélatines
ne seraient pas induites directement par les génes comme c’est la cas pour
les métallothionéines (Grill et al.,, 1986, 1987b). D'aprés ces considérations,
on serait donc en présence d'une divergence évolutive entre les plantes et
les animaux (Gekeler et al, 1988). En effet, la synthése 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 resistance développés par les microorganismes phytoplanctoniques
concernent soit leur ultrastructure {Saboski, 1977; Smith, 1983; Bastien et
Cote, 1968 a et b), soit 1a présence ou 1'absence de mécanismes d'exclusion
des métaux chez ceux-ci (Foster, 1977; McKnight et Morel, 1979; Rai et al,,
1981; Bn-riuud et al, 1985). Pour ce qui est des protéines fixatrices d‘e
métaux, beaucoup reste a faire. Certains auteurs mentionnent la présence de
complexes organo-métalligues mais apportent trés peu de renseignements
sur ceux-ci (Butler et al.,, 1980; Rai et al, 1981; Smith, 1983; Stokes,
1983).

Quelques caractérisations des protéines fixatrices de métaux ont

eété réalisées chez les algues unicellulaires. Bariaud et coll. (1985) ont isolé




de la fraction soluble de la cellule dEuglena gracilis un type de protéines de
poids moléculaire élevé (PM > S50 000) auquel plus de 80% du cadmium
cellulaire était lié. Par contre, seulement quelques traces de cadmium
étaient associées & la fraction ol eurait di se trouver les métallothionéines
{PM 10 000). Piccinni et coll. {1985) ont isolé chez Euglena gracilis deux
protéines fixatrices de cuivre dont les poids moléculaires (7 000 et 3 S00)
et 1a composition en acides aminés étaient trés différents.

Gekeler et coll. {1988), pour leur part, ont isolé chez Chlorella
fusca des peptides phytechélateurs dont la structure, (a(-GIu—Cgs)n-Glg ol

n= 2 & 5, se rapproche beaucoup du glutathion. Par ailleurs, les auteurs
rapportent que des espéces de 6 des 10 classes des Phycophytes ont aussi
synthétisé des peptides phytochélateurs aprés une exposition au cadmium.
Ces résultats ainsi que des résultats antérieurs portant sur les plantes
supérieures (Grill et al., 1985, 19674, b) aménent les auteurs & suggérer que
tous les végétaux posséderaient un méme mécanisme de chélation des
métaux c'est-a-dire, 1a synthése de phytochélatines.

Des études similaires ont été effectuées chez les bactéries.
Higham et Sadler (1984) ont isolé chez Pseudomonas putida trois protéines
fixatrices de métal dont les poids moléculaires se situaient entre 4 000 et

7 000. De méme, Yercheval (1988) a mis en évidence une protéine fixatrice

de métal de poids moléculaire 20 000 chez Alcaligenes eutrophus.




_10_

" " On se rend compte que les informations sur les protéines
fixatrices’ de fétaux = chez” 1és microorganismes,’ particuliérement
phytopianctoniques, sont assez limitées. Dans cette perspective;Te présent
travail vise I'amélioration des connaissances sur 1a présence des protéines
fixatrices ‘de-nbtaux en relation-avec le taux de Eroissance dés populations
d'algues unicelluiaires. Ainsi, nous comptons confirmer ou infirmer trois
hypothéses en considérant les relations entre, d'une part, la prise en charge
du cadmium (Cd) et les taux de croissance (H1 et H2), et d'autre pari, la

présence de protéines fixatrices (H3):

H1) 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 faible;

503 ~
—

H3) 1a présence de protéines fixatrices de Cd est d'autant plus

importante que la concentration de celui-ci est éleyée. = '




MATERIEL ET METHODES

1. Choix et culture des cellules végétales.

Des algues de 'espece Selenastrum capricornutum sont utilisées
pour cette étude en reaison de V'abondance du genre Selenastrum dans les
eaux douces du continent nord-américain et de sa grande tolérance &
diverses conditions environnementales {Rodhe, 1978). De plus, les travaux
recents effectués par notre équipe de recherche sur cette espéce (Cluis et
al., 1988; Thompson et al.,, 1987; Langis et al., 1986; Wong et Couture,
1986), ont permis de bien se familiariser avec les caractéristiques

physiologiques de cette espece.

1.1 Origine de la souche.

Les algues de l'espece S. capricornutum sont des algues
unicellulaires de la classe des Chlorophycées et de l'ordre des
Chlorococcales. Cette algue a été isolée de la riviere Nivelta en Norvége par
Olavy M. Skulberg en 1959. Ces algues sont unicellulaires et sont non-motiles
pendant tout leur cycle vital (Miller et al., 1978). La souche ATCC 22662 de

I"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 (Algal Assay Procedure:
Stein, 1973) modifié par 1'absence d'EDTA est réalisé. Les solutions-meéres
de micronutriments sont filtrées sur un filtre de 0,45 pm avant d'étre
utilisées pour la préparation des milieux de culture.

Les solutions ainsi obtenues sont agitées puis autoclavées
{autoclave: Market Forge Sterilmatic, modéle; STM-E, Type C) pendant 20 4
40 min dépendamment du volume des contenants utilisés. La solution-mere
de fer est ajoutée apres le refroidissement des milieux de culture. Le tout
est ensuite filtré sur un filtre Millipore de type GS de 0,22 um & 1'aide d'une
pompe Masterflex de Cole Parmer {modéle no. 7564-00). Un filtre de 0,45
pum est utilisé lorsque de grands volumes de milieu de culture doivent étre
filtrés.
-Il est & noter que toute la verrerie utilisée pour 1a préparation des
milieux de culture est lavée & I'acide nitrigue 10-15%, rincée 3 fois & l'eau
déeminéralisée et 3 fois & 'eau nanopure, pour étre ensuite autoclavée 20
min. Tous les accessoires (filtres, porte-filtre, seringue, aiguille, pipettes,
tiges de verre, etc.) sont aussi rincés a I'eau demineralisée et autoclavées 20

min dans des sacs & autoclaver.
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1.3 Encemencement des milieux de culture.

En début d'expérience, les souches de S. capricormmutum sont
transférées dans 3 erlenmeyers de 250 mL. Le contenu de chacun de ces
erlenmeyers sert dinoculum pour un erlenmeyer de 4 L. La croissance
s'effectue en éclairage continu (2 fluorescents de 48 po., lumiére blanche
GE) et & 1a température de 1a piéce {entre 21 et 25 °C). L'ensemencement des
milieux de culture est réalisé quand les cellules sont en phase exponentielle
de croissance. La densité cellulaire est déterminée quotidiennement par la
méthode de 1'hémacytomeétre & 1'aide d’'un microscope en contraste de phase

{Ortholux 2 Leitz).

1.4 Cultures en sacs.

Afin de s’assurer d'obtenir une quantité suffisante de protéines
vegétales pour les étapes subséquentes de 1'expérience, nous avons procédé
a la mise en culture dans des sacs de plastique (fig. 2). Ce genre de culture
permet de travailler avec un grand volume de milieu de culture sans les
problemes d'éclairage 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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SUPPORT DU SAC
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Légende:

a: tuyau d'arrivée du COz et de
I'air (ajustement du pH).

b: tube perforé permettant .
l'arrivée d'air dans le sac.

c: tuyau de prélévement.

d: fluorescent.

Figure 2. Montage expérimental.
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coupés de facon & obtenir un volume variant de 40 @ SO L environ. Les sacs
sont lavés a I'eau de Javel commerciale et ensuite rincés plusieurs fois &
I'eau deminéralisée et & 1'eau nanopure. Puis, les sacs sont doublés, en cas
de fuite, et suspendus dans le laboratoire humide de 1'INRS-Océanclogie &
Pointe-au-Pere.

Les milieux de culture ont été préparés, comme décrit
précédemment, aux laboratoires de 1'IlNRS-Océanologie & Rimouski. Quelques
120 L de milieu de culture ont eté transportés & Pointe-au-Pére dans des
contenants de type jerrycan de 10 et 20 L. Ces contenants ont tout d'abord
eté rincés & 1'eau déminéralisée puis, une solution de 5% d'eau de Javel
commerciale-eau déminéralisée était ajoutée et les contenants étaient mis
a tremper pour 24 h ou plus. Par la suite, ils étaient rincés 3 fois & 1'eau
déminéralisée et 3 fois & 'esu nanopure. Finalement, les contenants étaient
emplis d'eau nanopure jusqu'a utilisation.

Chaque erlenmeyer de 4 L servait d'inoculum pour un sac de
plastique. Les sacs ont été ensemencés le 2 aoit 1988 et chacun contenait
environ 40 L de milieu de culture.

Les solutions-meres de Cd divalent (Cd |l1) étaient réalisées &

partir d'un étalon de Cd (BDH) Img = ImL. La verrerie servant a cette fin

avait été nettoyée selon le protocole décrit 4 la section 1.2. Le pH des

solutions-méres était ajusté a 7,00 avec du NaOH 10% & 1'aide d'un pHmétre
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{Radiometer, modéle PHM62).

L'alimentation en air des sacs était assurée gréce 4 un cylindre
d'air comprimé. Un cylindre de CO., était relié au tube d'air comprimeé et
permettait 'ajustement simultané du pH dans les sacs. Généralement, un
mélange d'environ 28 C0O,- 98% air comprimé circulait dans les sacs. Enfin,

c'est par le tuyau de prélévement qu'étaient recueillies quotidiennement les
quantités de milieu de culture servant a la determination du pH, au décompte

cellulaire et aux différents prélevements requis pour I'expérimentation.

1.5 Déroulement de 1'expérience.

Les solutions-méres de Cd ont été ajoutées aux sacs le 3 aoit
1988, ce qui constituait le jour 0 de I'expérience. Les conditions

expérimentales étaient les suivantes:

Sac 1: Témoin (aucun ajout de Cd).
Sac 2: 30 ppb de Cd(ll)
Sac 3: 70 ppb de Cd{I1)

Tout au long de 1'expérience, la densité cellulaire, de méme que le
pH ont &té déterminés quotidiennement. L'éclairage était en continu au début

de I'expérience mais une photopériode 12:12 a été instauréedt=72h. La
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température se situait & environ 20 °C et variait trés peu.
Des prélevements pour l'analyse du contenu total en Cd par
spectrophotométrie d'absorption atomique (four au graphite) ont été

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

1.6 Fin de 1'expérimentation.

Les milieux de culture ont été centrifugés en continu & I'aide d'une
centrifugeuse Beckman J-21C, rotor JCF-Z, a 15 °C. La vitesse de
centrifugation pour le sac témoin était de 14 000 g et de 10 000 g pour les
sacs contenant 30 et 70 ppb de Cd{(ll). La vitesse de la pompe {(Masterflex de
Cole Parmer, modéle no. 7564-00) était de 320 mL.min~ 1,

Apreés la centrifugation de chacun des sacs, les cellules végétales
étaient lavées avec 300 mL d'EDTA 107> M & pH 7,20 et ensuite rincées avec
400 mL d'eau déminéralisée. Le systéme de centrifugation était lavé 4
I'eau nanopure entre chaque centrifugation.

Le culot de cellules fut mis dans des bouteilles de polypropyléne
et les cellules ont été congelées 4 -80 °C pour un temps minimal de 3 h.

Puis, les cellules furent lyophilisées sous vide & -55 °C (lyophilisateur:

Yirtis Unitrad, modéle 10-100), @ une pression de 20 micrometres de Hg, et

conservées au congélateur (-20 °C) jusqu'a utilisation.
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2. Traitement des échantillons

Le diagramme suivant réesume le traitement des échantilions:

echantillons lyophilisés

v

homogénéisation

v
centrifugation des homogénats

surnageant culot
ultracentrifugation
v
surnageant culot
lyophilisation

NS
Chromatographie Sephadex 6-75

A4
fractions

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

suit.



_19._

' 3. Extraction des protéines

Toutes les étapes qui suivent sont réalisées 4 4 °C a moins
d'indications contraires.

Du tampon Tris/HC1 0,01 M a pH 8,6 auquel on additionne entre 5 et
10 mM de 2-mercaptoéthanol et 0,02% de NaNx est ajouté aux échantillens

lyophilisés d raison de S mL par 100 mg de cellules {poids sec). La présence
de 2-mercaptoéthanol dans la solution aide 8 réduire les risques de
redistribution du Cd causés par 1'oxydation des thiols (Minkel et al., 1980).
De plus, 1'azide de sodium est utilisé comme antibactérien. Ce produit est
reconnu comme étant non-réactif avec les protéines et ne modifie pas leur
comportement chromatographigue (Pharmacia Fine Chemicals).

L'homogénéisation est réalisée & 1'aide d'une presse de French
(French Pressure Cell Press; AMISCO; piston de 1 po. de diamétre; sélecteur
@ HIGH ratio; pression & 2 000 au cadran). Un volume d'environ 40 mL peut
étre traité lors d'un passage dans la presse de French. Le liquide récupéré
est barboté avec de 1'azote gazeux. Deux passages a@ 30 000 psi (2 041 atm)
ont eté nécessaires afin de briser la majorité des cellules. Le bris des
cellules a eté vérifié au microscope optique (¥ild Hurbrugg).

L'homogénat est centrifugé & 8 000 g et 4 °C pendant 50 min

(Centrifugeuse Beckman J-21C, rotor JS 7,5 avec adaptateurs pour tubes de
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"756'mL). Le sirnageant est prélevé et ultracentrifugé (Uitracentrifugeuss
Beckman, modéle L2-65B, rotor SW 40 Ti) pendant 90 min & 105 000 g et
4°C. Le surnageant résultant de cette ultracentrifugation est recueilli dens
des bouteilles de polypropyléne, remisé au congélateur & -80 °C jusqu'a
congélation parfaite. Par la suite, le surnageant contenant les protéines est
lyophilisé sous vide comme décrit précédemment (voir la section 1.6) et

conservé au congeélateur.

4. Chromatographie des protéines

4.1 Preparation du gel et montage de 1a colonne.

Le gel Sephadex G-75 (Pharmacia Fine Chemicals) est mis &
gonfler dans du tampon Tris/HC1 (0,01 M; pH 8,6; 0,028 NaN<) pendant 24 h &

4°C. Ensuite, le gel est dégazé sous vide et entreposé & 4 °C.

Une colonne Pharmacia en polycarbonate (hauteur: 100 cm;
diamétre: 20 mm) est utilisée. Avant utilisation, 1a colonne est lavée &
I'acide nitrique 10 & 15%, rincée & 1'eau déminéraiisée et & 1'eau nanopure. La
colonne est emplie d'eau nanopure jusqu'd ce qu'elle soit utilisée. Tous les

accessoires de 1a colonne ont aussi trempeé dans de 1'eau nanopure.

Le remplissage de 1a colonne est effectué comme suit: la colonne
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‘est d'abord empiie de tampon Tris/HCI puis 16 gel Sephadex est déposé'dans =

la colonne goutte & goutte & 1'aide d'une pipette Pasteur. La colonne est
placée en chambre froide & 4 °C. Du tampon est mis & circuler dans la
colonne pendant 2 @ 3 j afin de terminer la sédimentation et le tassement du
gel. De I'albumine sérique bovine est passée dans la colonne pour assurer le
revétement du gel. La colonne est alors préte a étre utilisée.

Un réservoir de tampon est relié au haut de la colonne. La sortie de
la colonne est reliée au cpllecteur de fractions de type colimagon {Gilson,
modéle MFK Fractionator) via une pompe. Le débit de la pompe {Gilson,
modéle Minipuls 2) est de 0,2 mL.min“‘, des fractions de 4 mL sont
recueillies. La hauteur du gel dans la colonne est de 96 cm, ce qui

correspond & un volume total de gel de 302 cm?.

4.2 Calibration de la colonne.

La colonne est calibrée a 1'aide de protéines et d'un peptide étalons
de poids moléeculaires connus. En premier lieu, 1e volume mort de 1a colonne
est determiné avec du bleu de Dextran (PM 2 000 000). Quatre protéines
etalons et un peptide sont ensuite utilisés pour calibrer la colonne:
I'albumine sérique bovine (PM 66 000), 1'anhydrase carbonique (PM 29 000),

le cytochrome C (PM 12 400), 1'aprotinine (PM 6 500) et le glutathion réduit
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A l'intérieur des limites d'exclusion de la colonne {(entre 3 000 et
70 000 daltons de poids moléculaire), il existe une relation linéaire
entre le logarithme du poids moléculaire d'une protéine et sa constante
d'élution (Ke). Le passage des protéines dans la colonne & chromatographie
est déterminé par la lecture de V'absorbance des fractions 4@ 280 nm. On
etablit ainsi une courbe de celibration propre & la colonne. Le calcul de la
constante d'élution s'effectue comme suit:

Ke = Ye = Yolume d'élution de la protéine
Yo Yolume mort de la colonne

Une droite est ensuite tracée avec en ordonnée le logarithme du
poids moléculaire des protéines étalons et en abscisse leur constante
d'élution (fig. 3). Ceci nous permet de determiner par interpolation le poids
moléculaire d'une protéine a 'aide de sa constante d'élution.

‘Comme les protéines et peptides liant les métaux toxiques
retrouvés dans les plantes sont parfois trés petits (Stauber et Florence,
1986, 1987), du glutathion a aussi été passée sur la colonne. Ceci a été

effectué dans la but de calibrer de fagon approximative les peptides

correspondant & ce volume d'élution (fig. 4).
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Figure 3. Calibration de la colonne 6 chromatogrephie d'apres les poids
maoléculaires et les volumes d'élution des protéines étalons.
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Application de I'échantitlon: ™

Environ 10 mg.mL" de protéines lyophilisées sont redissoutes
dans 5 mL de tampon Tris/HCI (0,01 M; pH 8,6) avec 0,02% NaNz et 54 10

mM de 2-mercaptoéthanol. L'échantillon est déposé sur 1a colonne et une
élution descendante est effectuée par passage de tampon & un débit
de 0,2 mLmin!. Des fractions de 4,0 mL sont recueillies dans des
éprouvettes de verre qui ont été préalablement lavées a I'acide nitrique 10 &
158 pendant 24 h et & l'eau nanopure pendant 24 h aussi. Une

chromatographie compléte prend environ 24 h.

3. Dosage des protéines

5.1 Dosage des protéines par 1a méthode du bleu de Commassie. .

Les protéines contenues dans les homogénats, les surnageants et
les fractions sont dosées par la méthode du bleu de Commassie (Bradford,
1976) & 1'aide du réactif Bio-rad. Une courbe étalon de type Eppendorf est
réealisée avec de l'albumine sérique bovine (fig. 5). Le dosage des

échantillons est effectué en ajoutant 200 uL de réactif Bio-rad & 800 pL

d'échantillon et en lisant 1'absorbance 8 595 nm (spectrophotométre Perkin
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Figure 4. Profil d'élution des protéines étalons et du glutathion.

Protéines étalons dosées & 280 nm, glutathion dosé &
236 nm.
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Figure 3. Courbe étalon de type Eppendorf réalisée avec de 1'albumine
sérique bovine. Absorbance des fractions lue & S95 nm.
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Elmer Coleman 575) 10 min aprés T'addition du réactif. Le mélange est
stable entre 10 min. et une heure aprés 1'addition du réactif. Des cuvettes de

verre sont utilisées et elles sont nettoyées avec de 1'éthanol 70%.

5.2 Dosage des protéines par mesure de 1'absorbance dans 1'UV.

L'évaluation de la concentration en protéines dans les fractions
est effectuée 6 1a fin de 1a chromatographie par mesure de 1'absorbance dans
I'UY & 2 longueurs d'onde (254 et 280 nm) sur un spectrophotométre Perkin
Elmer Lambda 3 UY/VIS (Séerie 37573). La lecture @ 280 nm correspond a 1a
longueur d'onde d'absorption des acides aminés aromatiques et celle a 254
nm a 1'absorption due 4 1a liaison Cd-cystéine (Kagi 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 Dosage du Cd dans les milieux de culture.

Afin de suivre 1'evolution de la concentration en Cd au cours des

20 jours d'expérience, 6 préelevements ont été realisés aux temps
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“mentionnés  1a ssction 1.5, A chage échentiTionnegs, 20 mi. dé itieu’de
culture auquel on ajoutait S mL d'acide nitrique qualité Aﬁétar etaient
conservés dans une fiole jaugée de 25 mL & 4°C. Les fioles jaugées étaient
prélavées pour 1'analyse des métaux: une fois & 1'acide nitrique 708 ACS,
3 fois & V'acide nitrique 5%, rincées & l'eau déminéralisées et a l'eau
nanopure.,

Le contenu des fioles était centrifugé (Centrifugeuse Sorvall
Superspeed RC2-B, rotor SA600) a environ 30 000 g 4 12 °C pendant 20 min.
Le but de cette étape est de recueillir les cellules non digérées par V'acide
afin de leur faire subir une digestion compléte avant lanalyse au
spectrophotométre d'absorption atomique.

Ainsi, le surnageant est recueilli pour analyse subséquente. Le
culot, lui, est minéralisé par une méthode de digestion aux micro-ondes. Les
culots de cellules et de V'acide nitrique 70% qualité Aristar sont mis dans
des réacteurs en Teflon. Les réacteurs sont par la suite places dans des
contenants, fermés hermétiquement, au four & micro-ondes ou 1la
température et la pression permettent la minéralisation des échantillons.

Aprés refroidissement, les culots digérés, de méme que les surnageants,

sont remisés a 4 °C jusqu'au moment de I'analyse de leur contenu en Cd.
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6.2 Dosage du Cd ou foir au graphite.

Le dosage du Cd dans les fractions et dans les milieux de culture
est fait par spectophotométrie d'absorption atomique au four au graphite
{(6TA-95 de Varian). L'appareil est muni dun systéme d'injection
automatique, d'un enregistreur et dun correcteur de bruit de fond au
deutérium. Les conditions de dosage figurent au tableau 1.

Les concentrations de Cd dans les solutions analysées sont
obtenues par référence & des courbes étalons établies & partir de la méme
matrice. La limite de detection de 1'appareil pour le cadmium est de 0,1 ppb.
Lorsquon se situe en-dessous de ce seuil critique, les dosages sont

effectués par addition d'étalon.
7. Traitement des données

Pour chaque jour et chaque condition expérimentale, 6 comptes
cellulaires ont été effectués. Ces 6 comptes sont considérés comme
distincts 1'un de V'autre dans le traitement des données.

L'analyse de variance et les tests de t ont été réalisés avec SAS.

Les données n'ont pas eté transformees.
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Tobleou l Condltnons d'utlhsatwn du four au grapmte (GTA 95 Vnnan)

pour le dosoge duCd:

- Caractéristiques:

Longueur d'onde {(nm)
Largeur de fente {nm)
Intensité de 1a lampe {(mA)
Yolume injecté (ulL)
Correcteur au D,

Injection 4 chaud (°C )
Cycles du four:

1. Séchage a, b, ¢

2. Calcinationa, b, c
3. Calcinationa, b, c
4. Calcinationa, b, ¢
5. Calcinationa, b, ¢
6. Atomisationa, b, c
7. Atomisationa, b, c
8. Atomisationa, b, c

a = température (°C ),
b = temps de montée de 1a température (sec),
¢ =débit de gaz (Lmin™1).

Cd
228,86
0,4
4,0
10,0
oui
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' 8. Produits chlmlques |

- Gel Sephadex G-75: Sigma Chemical Co. et Pharmacia Fine Chem.
- Bleu de Dextran: Pharmacia Fine Chemicals.

- Protéines étalons: Sigma Chemical Co.

- Glutathion: Boehringer Mannheim GmbH

- Azoture de sodium: Sigma Chemical Co.

- 2-mercaptoétahnol: JT Baker Chemical Co.

- Acide nitrique: Reactif ACS. Fisher Scientific Co.

- Standard de cadmium: Produits chimiques BDH Liée

- Tampon Tris/HC1: Sigma Chemical Co.

- Produits chimiques pour milieu de culture: Fisher Scientific Co.
- Réactif Bio-rad: Biorad 37 gt Griffin.



" RESULTATS

1. Croissance de Selenastrum capricornutum.

1.1 Croissance avant la contamination au Cd.

La culture-mére de S. capricornutum a été transférée dans 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 1°7 aoit, 1a croissance des 4 souches a
eté trés rapide quoique assez variable d'un erlenmeyer a l'autre {fig. 7).

Le pH des milieux de culture a eté véerifié & 'aide de papier & pH

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

1.2 Croissance aprés 1'intoxication au Cd.

Le contenu des erlenmeyers de 4 L a été partage dans les 3 sacs de
plastique servant & V'expérimentation proprement dite. La figure &

représente le taux de croissance des cellules de S. capricornutum entre le 3
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Figure 6. Croissance de S. capricornutum entre le 14 juin et le 11 juillet.
Chaque point représente la moyenne de 6 camptes cellulaires,
' les coefficients de variation sont inférieurs a 5%.
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Figure 7. Croissance de S. capricarnutum entre le 12 juillet et e 1 aolt.
Chaque point représente la moyenne de 6 comptes cellulaires,
les coefficients de variation sont inférieurs a 9&.
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Figure 8. Croissance des cellules de S. capricornutum soumises a 3
conditions expérimentales: A: témoin, B: 30 ppb de Cd(l 1),

C: 70 ppb de Cd (11).
Chaque point représente la moyenne de 6 comptes cellulaires.

intervalles de confiance 8@ 99% sur les moyennes indiqués.
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aolt et le 23 aolt 1988 avec les intervalles de confiance & 99% sur les

moyennes, soit pendant les 20 j de 'expérience.

Les résultats de 1'analyse de variance (tabl. 2A) démontrent qu'il
existe une interaction entre les 3 conditions expérimentales et le temps. On
ne peut donc interpréter les taux de croissance qu'en tenant compte & la fois
des conditions expérimentales et du jour considéré. Les données étaient
normales (P=11,9%) et aucun patron n'a été décelé dans 1'analyse des résidus.

La croissance des cellules contenues dans les sacs témoin et 30
ppb de Cd(ll) est trés similaire surtout & partir du huitiéme jour
d'expérimentation. En effet, entre le jour 1 et le jour 7, les moyennes des
sacs témoin et 30 ppb de Cd{ll) sont significativement différentes
(P=0,0001) sauf aux jours S et 6 oll P<10% (tabl. 2B).

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. 8).
A partir du deuxiéme jour d'expérience et ce jusqua la fin de
V'expérimentation, le nombre moyen de cellules de 1a troisiéme condition est
toujours significativement différent des nombres moyens de cellules des 2
premiéres conditions (tabl. 2B).

Le pH’ des milieux de culture tout au long de V'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 ou il chute sous 6,0.
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Tableau 2A. Analyse de variance des données de croissance pour les
trois conditions expérimentales.

Source de degrés de somme des F P

variation liberté carres

- Condition 2 28643737 197259 <0.0001
expérimentale ’ '

- Temps 21 15214227 10478  <0,0001

- Interaction 40 102819,63 35,40 <0,0001

Tablesu 2B. Comparaison des taux de croissance des algues de chacune
des conditions expérimentales. Identification des sacs:
T= témoin; 30= 30 ppb de Cd(l1) et 70= 70 ppb de Cd(ll).
Tests de t, valeurs de P présentées.

Jour T et 30 T et 70 30 et 70
0 0,8656 0,5862 0,7096 =
1 0.0001 0,0001 0,0365
2 0,0001 <0,0001 0,0001
> 0,0001 0,0001 0,0001
4 0.0001 0,0001 0,0001
9 0,0086 0,0001 0,0001
G 0,0979 0,0001 0,0001
7 0,0001 0,0001 0,0001
& 0,5662 0,0001 0,0001
a 0,0336 0,0001 0,0001
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Tableau 3. Evolution du pH des milieux de culture pendant 1'expérimentation.

Jour Témain 30 ppb Cd(11) 70 ppb Cd{i1)
0 7,05 7.22 7.92
1 7,51 7.63 7,56
2 7,87 8,03 7,11
3 8,39 8,35 7,08
4 6,35 6,38 5,81
S 6,23 6,11 6,14
6 6,16 6,19 6,14
Z 6,26 6,11 6,19
8 6,44 6,43 6,21
g 5,77 5,81 5,88
10 7,15 } 6,85 6,78
11 6,92 717 6,93
12 7,05 7,05 7,18
13 7,46 7,24 7,34
14 5,61 5,86 6,06
15 6,71 6,86 6.84
16 7,30 EA 7,11
17 6,12 6,19 6,20
18 €04 7,26 7,30 -
19 7,03 7,29 7,59
20 6,87 6,48 6,02
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"2 'Conteni en Cd des milieux de cultire

Des échantillions du mélange “cellules de S. capricornutum et milieu
de culture” ont été pris tout au long de I'expérience afin de déterminer le
contenu réel en Cd des milieux de culture.

On peut constater, d'aprés les résultats présentés au tableau 4, que
la concentration en Cd des milieux de culture varie quelque peu pendant les
20 j de Vexpérience. En outre, les concentrations maximales de Cd
retrouvées dans les milieux de culture sont inférieures a celles ajoutées
dans les sacs au jour O de I'expérimentation.

Les tableaux 5 et 6 présentent les concentrations de Cd dosées
dans les surnageants des milieux de culture acidifiés et dans les culots de
cellules digéres par la méthode aux micro-ondes respectivement. On notera
que les gquantités de Cd dosées par la méthode aux micro-ondes sont trés
faibles;

Les quantités de Cd(l1) contenues dans les protéines extraites des
algues témoins utilisées pour les chromatographies étaient de 3,6 et 3,5 ug
Cd(l1) / g de protéine (poids sec). Pour la deuxiéme condition expérimentale
les quantités de Cd(ll) étaient de 128 et115 ng Cd{li) / g de protéine. Enfin,
pour la troisiéme condition expérimentale, elle était de 689 pg Cd(i1) / g de

protéine.
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Tableau 4. Quantité totale de Cd{i1) dosée dans les milieux de culture.
Concentrations en ppb.

Jour Témain 30 ppb de Cd(i1) 70 ppb de Cd(i!)
1 0 1,03 1,30
2z 2,21 8,03
3 6,56 g,72
S 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 S. Quantité de Cd(l1) dosée dans les surnageants de milieux de
culture centrifugés. Concentrations en ppb.

Jour Témoin 30 ppb de Cd{i1) 70 ppb de Cd(l1)
1 0 1,03 1,30
2 2,21 8,03
* 6,956 9,72
5 6.90 15,72
10 5,60 11,32
15 8,67 14,09
20 0 7.41 13,47

Tableau 6. Quantité de Cd(11) dosée dans les culots de milieux de
culture centrifugés; digestion aux micro-ondes.

Concentrations en ppb.

Jour Témoin 30 ppb de Cd{l1} 70 ppb de Cd(i{}
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"3, Chromatogrammes des protéines et peptides et du Cd associé.

3.1 Chromatogrammes des algues témoins.

Les résultats de deux chromatographies effectuées avec les
proteéines extraites des algues témoins apparaissent & la figure 9. Pour
chaque chromatogramme, 2 pics principaux sont visibles par leurs
empreintes 8 254 et 280 nm. Le premier pic contient des protéines de poids
moléculaires élevés (PM > 80 000) et le deuxiéme pic des protéines de
faibles poids moléculaires (PM < 5 000). Le deuxieme pic est composé d'un
melange de polypeptides, de fragments d'acides nucléiques et de molécules
biologiques de petite taille (Brown et al,, 1977).

Dans le premier pic, les absorbances a8 254 et & 260 nm sont en
phase tandis que dans le deuxieme pic (fig. 9), le maximum d'absorbance &
254 nm est décalé vers la droite par rapport au maximum d'absorbance & 280

nm. La distribution du Cd lié eux protéines est indiqué a la figure 10 et est

trés pres de la limite de déetection 0,1 ppb).
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Figure 9. Profil d'élution des chromatographies réalisées avec les protéines
extraites des algues témoins.
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Figure 10. Concentration de Cd dans les fractions des chromatographies effectuées
avec les protéines extraites des algues témoins.
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3.2 Chromatogramnies de 1a déuxiéme condition expérimentale.

Comme pour la premiére condition expérimentale, les résultats de
2 chromatographies effectuées avec les protéines extraites des algues
exposées a 30 ppb de Cd(i1) sont présentés a la figure 11.

Ici encore on remarque la présence de 2 pics. Ces pics se situent
environ aux mémes endroits que pour la condition expérimentale précédente.
L'allure du premier pic ressemble beaucoup a celle du premier pic de
la premiére condition expérimentale.

Par contre, le deuxiéme pic s'étendant des fractions 87 & 97
environ est beaucoup phis prononcé que dans le cas des algues témoins. Les 3
maxima observés sont tous décalés 1'un par rapport & 1'autre. En premier
lieu, on observe un maximum de concentration de Cd entre les fractions 85
et 87 (fig. 12). Suit le maximum d'absorption a 280 nm vers les fractions 89
et 90, et enfin le maximum d'absorbance & 254 nm & la fraction 95 (fig. 11).

Les concentrations de Cd associees aux 2 pics des 2
chromatogrammes se situent aux alentours de 0,20 pg de Cd({il)/fraction.
Ces résultats présentés a 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{ll) et 1a concentration maximale observee de 9 ppb de Cd(ll). On a

retrouvé un total de 128 pg de Cd(l1) et de 115 pg de Cd{l) par g dans les 50
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Figure 11. Chromatagrammes de 1a deuxiéme condition expérimentale: 30 ppb de Cd(ll).
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Figure 12. Concentration de Cd associée aux fractions des chromatogrammes
réalisés avec les protéines extraites des algues de la deuxiéme

condition expérimentale.
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My de protéines ‘(foids  sec)’ utilisées pour16s premidre et Ueuxiéme

chromatographies respectivement.

3.3 Chromatogramme de la troisiéme condition expérimentale.

Le chromatogramme des protéines extraites des algues soumises &
une concentration de 70 ppb de Cd{(il) est trés semblable & ceux de la
deuxieme condition expérimentale. Les seules différences relevées sont que
les concentrations de Cd et que l'absorbance & 254 et 4 280 nm y sont
beaucoup plus élevées (fig. 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 deuxiéme pic s'étend des fractions 85 & 97.

On note encore les 3 maxima du deuxieme pic identifiés pour la
deuxieme condition expérimentale (fig. 11 et 12). Leur patron d'élution
corresp;md exactement a celui déecrit auparavant pour la deuxiéme condition
expérimentale.

Les concentrations de Cd{ll) associees aux 2 pics du
chromatogramme sont environ de 0,70 et de 0,85 ug de Cd{li)

respectivement pour le premier et le second pics {fig. 13B). On remarque

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

marquée que pour la condition 30 ppb de Cd(il). En effet, au deuxiéme pic,
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Figure 13A. Profil d'élution des protéines extraites des algues exposees

a 70 ppb de Cd{il). _
13B. Concentration de Cd associée aux fractions.
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 pbiF iine Gonéentration dé protéines (absorbance & 260 nm) eriviron Te double”
de celle de la deuxieme condition, on dénote une concentration de Cd{ll) 5
fois plus élevée (0,85 pg vs 0,20 ng). L'équivalent de 689 ng de Cd(ll) par g
de poids sec a été dosé dans les 50 mg de protéines lyophilisées utilisées
pour la chromatographie. 11 faut ici se rappeler que la concentration
nominale du Cd ajoutée au sac était de 70 ppb de Cd{il) et que la

concentration réelle maximale dosée était de 16 ppb de Cd2* (tabl. 4).
4. Cd contenu dans les fractions.

On remarque aux figures 9 & 13 que les maxima correspondant au
Cd{i1) dosé par spectrophotomeétrie d'absorption atomique et & 1'absorbance &
254 nm dans le deuxiéme pic ne concordent pas. Ces deux mesures
caractérisent pourtant toutes deux le Cd contenu dans les fractions. On sait
toutefoi’s que l'absorbance & 254 nm ne représente pas uniguement le Cd
mais est reconnu généralement comme étant le lien Cd-cystéine. De plus, on

sait que plusieurs substances différentes absorbent dans cette région de

T'ultra-violet et qu'elles peuvent interférer dans le dosage d'un seul et

unique type de substances.
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' 5 Dosage des protéines par la' méthode du bieu de Commassie.

Les protéines contenues dans chacune des fractions sont dosées par
la méthode du bleu de Commassie (Bradford, 1976) afin 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
cas, on remarque un pic trés eleve, au-dela des limites de détection de la
méthode, entre les fractions 25 et 29. Ces fractions correspondent au
volume mort de la colonne et contiennent les trés grosses protéines dont la
taille ne peut étre déterminée par le type de gel utilisé. Un deuxiéme pic est
visible a la fraction 53. Ensuite, 1a concentration de protéines diminue
progressivement mais demeure stable a partir de la fraction 70 environ.

Pour les alques exposées & 30 ppb de Cd(il), le profil des
concentrations de protéines correspond en tout point & celui des algues
témoins‘ (fig. 15). Onremarque la présence du pic représentant le volume
mort de la colonne puis le pic de la fraction 53. Toutefois, ce deuxiéme pic
est trés peu prononcé dans le deuxiéme chromatogremme. Tout comme pour
les algues témoins, la concentration varie trés peu a partir de la fraction
70.

Les resultats des dosages effectués pour la troisiéme condition

expérimentale (fig. 16) sont semblables & ceux obtenus pour les deux
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Figure 14. Concentration de protéines dans les fractions des chromatographies

réalisées avec les algues témoins.
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Figure 15. Concentration de protéines dans les fractions des chromatographies
réalisées avec les protéines isolées des algues exposées a 70 ppb de
Cd(11).
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Figure 16. Concentration de protéines contenue dans les fractions résultant
de 'élution des protéines de 1g troisiéme condition expérimentale.
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préfigres conditions. ‘Dans ‘tos” les ‘cas; 168 Concentrations de-proteines "

dosées dans les fractions ayant un intérét dans le cadre de cette étude,
soient les fractions 80 & 100, varient entre 2 et 4 ug.L". Une seule
exception, les concentrations dosées dans la deuxieme chromatographie des

algues témoins se situent autour de 0 ug.L".
6. Balayage dans 1'ultra-violet

Un balayage entre 200 et 300 nm a été effectué sur les fractions
les plus significatives des chromatographies. Ces fractions correspondent
aux deuxiémes maxima d'absorbance détectés 4 280 et 254 nm. Ainsi, pour la
fraction 87 de la chromatographie de la troisieme condition expérimentale,

le maximum d'absorption dans V'ultra-violet a lieu aux environs de 230 nm

(fig. 17).
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Figure 17. Balayage entre 200 et 300 nm de 1a fraction 87 de la chromatographie
de 1a troisiéme condition expérimentale (fig. 13).




"DISCUSSION
1. Concentration de Cd et taux de croissance.

L'utilisation d'une condition expérimentale témoin, de méme que de
deux concentrations de Cd, 30 et 70 ppb de Cd(li), permet de discriminer
nettement I'effet de diverses concentrations de Cd sur le taux de croissance
des algues (fig. 8). Au début de V'expérience, les algues réagissent treés
fortement aux conditions qui leur sont imposées. L'effet du choc toxique
combiné & V'effet de dilution di au transfert des souches dans les sacs se
fait particuliérement sentir lors des sept (7) premiers jours de I'expérience.
Pendant cette période, le taux de croissance le plus élevé est mis en
évidence chez les algues témoins, tandis que les algues soumises a 30 ppb
de Cd(l1) présentent un taux de croissance inférieur. Les algues exposées _6
70 ppb de Cd(l1) quant & elles affichent le plus faible taux de croissance. On
a aussi observé lors du décompte cellulaire que les cellules de S.
capricornutum des deuxiéme et troisieme 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 réalisé lors d'expérience du méme genre ( Foster, 1977, Smith,

1983; Skowronski et al,, 1985; Heuillet et al, 1986; Stauber et Florence,
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" 1986: Bastien et Caté. 1988a).

A partir du septiéme jour de croissance, les taux de croissance des
algues des groupes témoin et exposees & 30 ppb de Cd(li) sont de plus en
plus semblables (tabl. 2B). Le taux de croissance des algues de la deuxiéme
condition est méme supérieur a celui des algues témoins vers la fin de
I'expérience (fig. 8). Par contre, le taux de croissance des algues de la
troisiéme condition expérimentale demeure trés stable tout au long de
I'expérience et est environ la moitié des taux de croissance des autres
conditions.

D'aprés ces considérations, il semble qu'une concentration de 30
ppb de Cd(ll) soit idéale pour observer d'une part 1'effet toxique du Cd sur S.
capricornutum et d'autre part, la récupération que cette espéce réalise en
quelques jours seulement. |1 semble en effet d'aprés les résultats obtenus
qu‘une co’ncentratiun de 70 ppb de Cd(ll) soit trop élevée pour permettrg
toute récupération de 1a part de la population d'algues sans toutefois inhiber
complétement leur métabolisme. Mentionnons que les algues de cette
condition ont un volume cellulaire visiblement supérieur a celui des algues
des autres conditions et ce, tout au long de 'expérience. Cette incapacité a
récupérer complétement se réfléte par un faible taux de croissance qui
n‘affiche aucune évidence de récupération par le fait qu'il n'augmente jamais

(fig. 8).
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~On’ est & méme de constater que: pour l'espéce S.

caprinornutum, les concentrations potentiellement toxigues sont plutét

faibles ce qui en fait une espéce trés fragile aux variations brusques de
concentration de Cd (Chiaudani et Vighi, 1978). Par contre, le pouvoir de
récupération de cette espéce lorsque la concentration de Cd n'est pas trop

elevée est trés marque.

2. Concentrations effectives de Cd.

On remarque au tableau 4 la différence entre ies concentrations
nominales de Cd: 0, 30 et 70 ppb de Cd(li) et les concentrations réelles
dosées dans les sacs: 1, 9 et 16 ppb de Cd(i1). Dans le cas du sac temoin, la
présence de 1 ug.L"I de Cd{l!) n'affecte en rien le taux de croissance des
algues (fig. 8). _

Cependant, pour les deuxieme et troisieme conditions
expérimentales, il y a nettement perte de Cd. Le Cd n'étant pas un métal qui
se volatilise facilement, 1a perte de Cd s'expliquerait par la complexation
d'une partie du Cd aux parois des sacs de plastique. Cette explication est

probablement plausible car plus la quantité d'algues augmente, plus la

concentration de Cd en solution augmente aussi (tabi. 4). En effet, au début

de l'expérience la quantité d'algues donc de sites de complexation en
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suspension” est trés faible, ce qui rend les grendes parois ‘du sec trés

attirantes pour lé Cd. Puis, 1a population d'algues croit rapi‘deme.nt et on
remarque que la quantité de Cd en solution augmente immédiatement.

Etant donné que lorsque la population d'algues augmente la
concentration de Cd en solution augmente aussi, on ne saurait dire si le fait
d'utiliser des sacs en plastique plutdt qu'en polycarbonate induit un biais a
I'expérience. Ce point reste & étre clarifié.

On remarque toutefois qu'a partir du cingquieme jour d'expérience,
la concentration de Cd contenue en solution et dans les algues se stabilise
et méme diminue un peu (tabl. 4). Une explication possible de ce phénoméne
serait que les algues mortes sédimentent au fond du sac entrainant avec
elles le Cd qu'elles contiennent. Cependant, étant donné que la concentration
de Cd en solution et lié aux alques demeure assez stable jusqu'a la fin de
l'expéﬁeqce, on peut croire qu'au fur et a mesure que la concentration de Cfl
en solution diminue, le Cd lié aux parois se remet progressivement en
solution. Ce phenomeéne pourrait étre associé a 'établissement d'un équilibre

paroi-suspension lorsque la phase exponentielle de croissance est terminée.
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L'étude des cing (S) chromatogrammes présentés précédemment
ainsi que celle des concentrations de Cd associées aux fractions, nous
permet dobserver que la majorité du Cd dosé dans les protéines est
concentré les protéines de faible poids moléculaire. Bien sir, on ne tient pas
compte du Cd aux trés 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 1a ot il 1'était dans la cellule, et ne migre pas
vers d'autres sites de complexation lors de 1'extraction des proteines. Dans
un premier temps, du 2-mercaptoéthanol a été ajouté au tampon servant & la
remise en solution des algues lyophilisées prévenant ainsi 1'oxydation des
sites de complexation. Ensuite, de 1'azote gazeux a été barboté dans la
solution d'algues lysées permettant d'éviter I'action néfaste de 'oxygéne.

i1 est trés difficile d'aprés les résultats obtenus de déterminer
exactement le poids moléculaire, de méme que la quantité de peptides &
laquelle est lie le deuxieme pic de Cd des conditions 30 et 70 ppb de Cd(ll).

Premiérement, les peptides retrouvés dans la fraction & laquelle
est associée la plus forte concentration de Cd {fig. 12 et 13B) ont un poids
moléculaire trés faible. Ce poids moléculaire ne peut étre déterminer par la

méthode habituelle consistant a reporter le Ke d'élution de la fraction sur le
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graphicue e calibration de'la colonne {fig 3. En effetle Ke de e fraction -
se situe au-delé des limite.s d'exclusion de la colonne. 11 ne s'agit pas 1a
d'un fait exceptionnel. A titre d'exemple, Robinson et coll. (1987) ont isolé
un peptide phytochélateur dont le poids moléculaire était d'environ 776 et
celui isolé par Rauser {(1967) était de 3 000.

Deuxiémement, les résultats de dosage des protéines (fig. 14, 15
et 16) pour les fractions qui nous intéressent, scient 80 & 95, sont
identiques peu importe la condition étudiée. Ceci demontre que le réactif
Bio-rad est impuissant a déterminer la concentration de peptide des
fractions ou la concentration de cadmium est élevée. Une constatation que
I'on est @ méme de faire lorsqu'on observe les figures 4, 12 et 13B est que
le maximum de concentration de Cd correspond & la fraction ou élue le
glutathion. On sait que la structure du glutathion est Glu-Cys-Gly. On peut
faire alm_'s I'hypothése qu'on est bel et bien en présence de glutathion mai_s
que le réactif Bio-rad utilisé dans le dosage des protéines ne s'associe pas
aux acides aminés contenus dans le glutathion. 11 faut toutefois étre prudent
en essayant d'établir un lien entre le glutathion et le pic de Cd(ll) dosé. La
fraction ou a élué le glutathion peut contenir une gamme de molécules de
poids moléculaires trés variés. Cette fraction peut contenir toutes les

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

I1 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 differentes concentrations de I'albumine sérique bovine
servaient pour établir une courbe étalon (fig. 5). Les concentrations de
protéines dans les fractions étaient déduites d'aprés cette courbe. Afin de
verifier si diverses concentrations de glutathion pouvaient étre dosées par
le reactif Bio-rad, une courbe étalon du méme type que celle impliquant
I'albumine sérique bovine a été réalisée. Les résmtats etaient on ne peut
plus clairs: peu importe 1a concentration de glutathion dosée, les résultats
du dosage @ 595 nm donnaient tous zéro (0).

Troisiemement, la mesure de 1'absorbance des fractions a 280 nm
ne peut étre trés fiable dans 1'évaluation qualitative de la quantite de
peptides liant ie Cd. Effectivement, on sait que la mesure de 1'absorbance &
280 nm _peut étre utilisée comme indicateur de la concentration de
protéines. Toutefois, ce qu'on dose a cette longueur d'onde ce sont les cycles
des acides aminés aromatiques contenus dans les protéines. Or, e glutathion
et les polymeéres du glutathion décelés chez les vegétaux ne contiennent pas
d'acides aminés aromatiques. On ne peut donc accorder beaucoup
d'importance au fait qu'avec la condition 30 ppb de Cd(!1) I'absorbance & 280

nm soit de 0,2 (fig. 11) et qu'a 70 ppb de Cd(ll) elle soit de 0,4 {fig.134),

c'est-a-dire 1e double.
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Malgré le fait quon ne puisse déterminer avec rigueur la
concentration de peptides contenus dans les fractions 80 & 95, il est clair
que la présence de Cd a induit la synthése de peptides. 11 nous suffit de
comparer les concentrations de Cd dosées (fig. 12 et 13B) pour les
conditions 30 et 70 ppb de Cd{l!) pour se rendre compte que les réponses
pour 1a condition 70 ppb de Cd{l!) sont supérieures. En effet, 67% du Cd{li)
total se situe entre les fractions 73 et 101 pour la troisiéme condition
expérimentale. Par contre, seulement 39 et 29% du Cd(i!) total dosé dans les
protéines extraites des algues exposées a 30 ppb de Cd(ll) est contenu dans
ces fractions. A partir de ces faits, on peut suggérer que la quantité de
peptides synthétisés est reliée a la concentration de Cd en solution. Ceci
revient a dire que plus la concentration de Cd en solution est élevée, plus la
concentration de peptides riches en cystéine synthétisés est eélevee.
L'incorporation d'un précurseur radioactif pourrait aider a la compréhensio‘n

du phénomene.

4. Syntheése de peptides et taux de croissance.

Bien qu'on ne puisse déterminer avec précision la concentration de
méme que le poids moléculaire des peptides synthétisés par les algues des

deuxieme et troisiéme conditions expérimentales, il est évident lorsqu'on
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regarde les taux de croissance des algues soumises sux trois conditions
{fig. 8) que 1a concentration de Cd influence grandement leur croissance.
Pour 1a condition 30 ppb de Cd(ll), on remarque & la figure 8 que le
taux de croissance des alques a partir du jour huit (8) d'expérience est
similaire @ celui des algues témoins. Cette constatation met en valeur
I'efficacité des peptides induits par la présence de Cd & lier e Cd présent
dans la cellule. Le taux de croissance dune population dalgues nous
permettant de vérifier s'il y a développement d'un mécanisme de tolérance
{Bariaud et Mestre, 1984), on peut soupgonner gue les peptides synthétisés
empéchent le Cd d'interférer avec les voies métaboliques des cellules. Les
cellules auraient alors un comportement normal malgré le fait quelles
contiennent une quantité assez élevée de Cd. En effet, une concentration
nominale de 30 ppb de Cd(ll) a eté ajoutée au sac de la deuxiéme condition
expérimefutale pour donner une concentration maximale dosée d'environ 9 pp_b
de Cd{il) en solution (tabl. 4). Le résultat de cette contamination est
quentre 115 et 128 pg Cd(l1)/g de protéines {(poids sec) étaient liés & la
cellule a la fin de I'expérience. A titre de comparaison, entre 3,5 et 3,8 nug
Cd(11)/g de protéines (poids sec) étaient liés aux algues témoins. Ainsi, une
concentration de 30 ppb de Cd{il) serait idéale pour observer, d'une part, le

choc toxique en début d'expérience, et d'autre part, la récupération et la

croissance normale des algues grace & la séquestration du métal par des
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peptides.

Pour la condition 70 ppb de Cd{ll), il semble que méme si une
certaine synthése peptidique, que 1'on soupgonne supérieure & celle de la
deuxiéme condition, a lieu, elle ne soit pas suffisante pour permettre une
récupération appréciasble de la part des algues (fig. 8). Le taux de croissance
des algues de cette condition est trés stable & partir du huitiéme jour
d'expérimentation et est environ deux fois plus faible que celui des algues
des deux premiéres conditions.

Bien gque 70 ppb de Cd(ll) aient @&té ajoutés au sac de la
troisiéme condition, seulement 16 ppb de Cd(l1) étaient en solution (tabl. 4).
La quantité de Cd liée aux peptides synthétisés était quant a elle de 689 ug
Cd{l1)/g de protéines (poids sec). Nous sommes en présence dune
concentration de Cd{l1) 1ié aux cellules environ 5 & 6 fois supérieure a celle
de la deu_xiéme condition. |11 semble donc qu'une concentration de 70 ppb d_e
Cd{l1) en solution excede la capacité de séquestration des peptides induits
par la présence de Cd dans les cellules. Une autre hypothése pouvant
expliquer 1'état physiologique anormal des cellules est que le pool de
précurseurs des peptides chélateurs est épuisé. L'exceés de Cd pourrait alors
interféerer avec les voies métaboliques des cellules diminuant ainsi leur
croissance.

D'aprés ces considerations on peut mettre en évidence que la
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présence de peptides fixateurs de Cd confére aux celiules un taux de
croissance d'autant plus prés de la normale que la concentration de Cd en
solution est faible. Au-deld d'une certaine concentration la synthése 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 13B) de méme que le
balayage dans lultra-violet (fig. 17) peuvent aider & I'dentification des
peptides chélateurs de Cd. Toutefois, on se doit d'étre prudent dans
'interpretation de ces figures.

Nous avons de bonnes raisons de croire que ce peptide chélateur
est le glutathion ou un polymére du glutathion. En effet, le Cd{il), étant
fortemen} attire par les groupements sulphydryles, irait se lier au
glutathion, remplagant 1'hydrogéne du lien SH. Comme le Cd(ll} est divalent
une autre molécule de glutathion viendrait se lier formant ainsi un dimere.
Ce complexe serait probablement peu stable. Il serait ensuite oxyde,
entrainant la formation de Cd® et de GSSG. La polymérisation continuerait
jusqu'a ce que des composés plus stables soient formes.

Ces résultats sont en accord avec la litterature existant surle

sujet. La plupart des peptides ou protéines identifiées chez les algues sont
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des Apolgméres du glutathien. Trés ‘recemment par exemple, Gekeler et coll.
(1968) ont isolé de la fraction proteique de C. fusca un peptide
phytochélateur ayant la structure suivante (#~Glu-Cys)n-Gly ou n=2 & 5. Ce
type de polymere a aussi été isolé chez les végétaux supérieurs avec un
nombre d'unités peptidiques variant cette fois de 3 a 7 {Grill et al., 1985a).
On se rappeliera que la structure du glutathion est Glu-Cys-Gly. Lors de la
polymérisation, la glycine serait remplacée par un lien d-glutamyl entre
I'acide glutamique et la cystéine de chaque résidu composant le polymeére
(Grill et al., 1985b). D'aprés Robinson et Thurman (1986), ce type de lien
indigue que les peptides sont induits par des enzymes et non par les génes

comme c'est le cas pour les métallothionéines.

6. Effet glabal du Cd sur S. capricornutum.

6.1 Morphologie des celluies.

De fagon génerale, il a été observé gquune addition de métal
toxique, ici le Cd, a entrainé des anomalies morphologiques chez les cellules
de S. capricornutum. Comme c'est le cas chez plusieurs espéces dalques,
Phaeodactylum tricornutum (Nuzzi, 1972), C. vulgaris (Foster, 1977),

Skeletonema costatum (Smith, 1983), Sticoccecus bacillaris {Skowronski et




__69...

al.,1985), Dunﬁiiém bioculata “(Heuillet ‘et ‘al’ 1986), C. pyrenoidosa
{Stauber et Florence, 1986) et C. vulgaris et Scenedesmus guadriceuda
(Bastien et Coté, 1966 a et b), la présence d'un métal toxique en solution a
provogué une augmentation du volume cellulaire chez S. capricornutum.
Cette augmentation du volume cellulaire pourrait avoir deux
causes principales. Premiérement, selon Stauber et Florence {1986), 1'effet
principal de I'ajout de métal toxique, dans leur expérience avec le cuivre,
sur les algues, serait une destruction des sites actifs des enzymes et une
diminution du rapport GSH/GSSG par 'inhibition de 1a glutathione reductase.
Une diminution du rapport glutathion réduit {GSH) et glutathion oxydé (GSSG)
résulterait en un arrét de 1a mitose. Comme on sait que les métaux sont trés
attirés par les groupements sulphydryles {SH), il n'est pas impossible qu'ils
interagissent aussi avec la méthionine, autre acide aminé contenant du
soufre. U_r, la méthionine jouerait un rdle important dans la formation du
fuseau achromatique lors de la division cellulaire {Davies, 1976). De plus, il
est bien connu que deux acides aminés, 1a méthionine et 1a sérine, servent &
la synthése de la cysteine {Lehninger, 1982). La cystéine est 1'un des acides
aminés composant le glutathion. La synthése et le rile exact du glutathion
chez le phytoplancton et les vegéetaux en généeral ne semblent pas étre

connus {Kurelec, 1977; Beevers et al,, 1982). De plus, Jones et coll. (1987)

rapportent que le Cd peut interagir avec I'enzyme transformant les acides
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gras saturés en acides gras’ polyinsaturés. Les 6§ibé"s “gras polyinsaturés
font partie des lipides membranaires et jouent un rdle important dans
I'intégrité des membranes. En outre, ils sont essentiels aux niveaux
supérieurs de la chaine trophique. On est 8 méme de constater qu'il n'est pas
facile de determiner tous les effets de 1a liaison d'un métal toxique avec les
groupements SH sur la biochimie d'une cellule.

Deuxiéemement, on a observé & quelqgues reprises que la
photosynthése était peu affectée par 1a présence de métal toxique (Butler et
al., 1980; Stauber et Florence, 1986). Ainsi, dans notre expérience, l'effet
combiné d'une suppression de la mitose et du maintien de Vactivite
photosynthétique pourrait expliquer le gonflement des cellules aprés
Fintoxication au Cd.

Cette augmentation de volume cellulaire du phytoplancton pourrait
avoir une’conséquence physiologique indirecte. En effet, une cellule gonf lég
présente un rapport surface/volume plus élevé qu'une cellule normale. Ainsi,
pour une méme concentration ou quantité de metal dans une cellule, le
rapport metai/matériel cellulaire serait beaucoup plus faible dans une
cellule gonflée que dans une cellule normale. On serait en présence d'un
phénoméne de dilution.

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

de Cd nous suggére quelques explications quant a la localisation du Cd dans
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1o celiute. Comme Steiber- et Florence (1966) 'ont proposé, Véugmentation
du volume cellulaire serait due a 1'accumulation de carbone dans la cellule.
Le carbone ne pourrait étre excrété ou utilisé dans la division cellulaire
puisque la division est inhibée. Le Cd, tout comme le cuivre dans le cas de
Stauber et Florence, ne semble pas ici affecter la photosynthése. De plus, la
majorité des fonctions cellulaires, surtout dans le cas de la deuxiéme
condition expérimentale, ne semblent pas inhibées, ce qui suggére que le
Cd(l1) aurait été désactivé par les groupements SH intracellulaires plutdt
que membranaires. Ainsi, pour les algues soumises & la deuxieme condition
expérimentale, on a de bonnes raisons de croire que le Cd{il) se trouve
chélaté soit par la cystéine ou par le glutathion dans le cytoplasme de la
cellule.

Pour ce qui est de la troisiéme condition expérimentale, comme 1a
concentrqtion interne de Cd est trés élevée (fig. 13B), on pourrait croire que
tous les sites des peptides chélateurs etant occupeés, il y a débordement du
Cd sur les autres métabolites cellulaires. L'excés de meétal irait méme
jusqu'a affecter les protéines membranaires (Stauber et Florence, 1986). |1
pourrait s'en suivre une augmentation de 1a perméabilité membranaire ce qui

entrainerait 1a rupture de 1a cellule. D'ailleurs, quelques cellules exposées &

70 ppb de Cd(ll) ont été observées presque vides de leur contenu cellulaire.
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6.2 pH des milieux de culture.

On a mentionné précéedemment que la concentration de Cd ionique,
Cd(l1), pour S. capricornutum était trés faible. Effectivement, 16 ppb de
Cd{ll) sont suffisants pour réduire considérablement le taux de croissance
de 1a population d'algues et empécher toute récupération (fig. 8).

Un des facteurs influencant beaucoup la biodisponibilité et la
toxicité d'un métal en solution est le pH (Skowrofiski et al., 1985; ¥ong,
1987). Il semblerait que 1'espéce d'algue de méme que le milieu de culture
utilisé joueraient sur V'effet toxique du métal. Ainsi, Skowronski et coll.
{1985) rapportent que pour V'espéce Sticoccocus bacillaris le Cd est moins
toxique & un pH entre 2,7 et 5,5 qu'a un pH se situant entre 6,0 et 7,0. Les
auteurs croient que le Cd est moins toxique a faibles pH parce qu'une
compétitlion existe entre les ions H' et le Cd(ll) pour les site:s
membranaires ou 1a prise en charge a lieu. Wong (1987) rapporte que des pH
basiques au-dela de 8,0 atténuent I'effet toxique du Cd sur les algues. A des
pH éleves, 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). |1 existe une seule exception
aux jours 2 et 3 pour les sacs temoin et celui contenant 30 ppb de Cd(il)

puisqu'da ce moment le pH se situe au-dessus de 8,0. On peut dire qu'en




_73_

résumé tout ‘u long de I'expérience, les pH se rangeaient ‘dans 1a gamme
permettant dobserver un effet toxiquel maximal du Cd sur les algues. La
figure 18 présente la distribution des especes solubles du Cd dans 1'eau

douce pour des pH de 44 9.

6.3 Présence de peptides phytochélateurs.

D'aprés l'analyse des résultats effectuée au point 5 précédent, il y
a tout lieu de croire qu'un polymére du giutathion 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
phytochelatines se présentent sous la forme {(3-Glu-Cys)n-Gly (Grill et al,,
1985b, 1987; Gekeler et al., 1988) ou si leur structure n'est pas identifiée
formenement, on pense toutefois quelle est differente de celle de§
métallothionéines (Fujita et al., 1977; Stokes, 1977; Bariaud et al,, 1985;
Rauser, 1987). Selon le schema proposé précédemment, les peptides
phytochélateurs agiraient comme intermédiaires entre le Cd(il) et le Cd,
inoffensif pour 1a cellule. On pourrait toutefois retrouver au méme moment
dans les celiules tous les intermédiaires entre le glutathion et les

polymeres peptidiques stables.

Bien quon sache maintenant que la plupart des alques
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Figure 18. Distribution des espéces solubles de cadmium en eau douce pour des

pH se situant entre 4 et 9. Valeurs des constantes_ {T=25°C;P= 1 atm;
I= 0) tirées de Smith et Martel (1976).
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des metaux toxiques éur leur métabolisme,x peu de choses sont connues sur
le comportement du complexe phytochelatine-métal. Certains auteurs ont
suggéré que ce complexe serait excrété dans le milieu ambiant (Cossa,
1976; Foster, 1977; Kettle et deNoyelles, 1986). Heuillet et coll. (1986)
quant & eux proposent que le complexe pourrait étre accumulé dans les

vacuoles de la cellule.

Un autre mécanisme de detoxification consisterait en une
diminution de la prise en cherge du Cd(il) par 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 1a bactérie Staphylococcus aureus

{Weiss et al, 1978). La résistance au Cd chez cette bactérie est due a deux
{2) plasmides (Silver, 1984). Le premier, cadA, permettrait 1'efflux du Cd
hors de la cellule. |1 s'agirait d'un systéme d'échange du type Cd(i1)/2H*
nécessitant de I'énergie (ATP). Le rile du deuxiéme, cadB, est moins bien
connu. On croit cependant que ce plasmide induit une activite de
complexation qui serait due & une composante membranaire du type
métallothionéine. On ne sait toutefois pas si le type de résistance gue le

deuxieme plasmide provoque pourrait étre plausible chez le phytoplancton.
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On sait en effet que les phytochélatines différent des métallothionéines *
surtout par le fait que leur synthése n'est pas induite directement par les

génes {Grill et al., 1986, 1987).

6.4 Mode d'action possible du Cd.

A la lumiere de ces données, on peut proposer un scénario des
différentes moyens utilisés par la cellule pour contrer la toxicité du
cadmium.

Le Cd, métal non essentiel pour la cellule, emprunterait le systéme
de transport d'un métal essentiel pour entrer dans la cellule. 11 s'agirait d'un
meétal qui lui est chimiquement similaire, le manganése ou le zinc par
exemple {Weiss et al, 1978). On croit que l'inhibition des transporteurs
membranpires du Mn(ll) serait dépendante de 1la concentratio_n
intracellulaire de ce métal mais que la concentration de Cd{il) n'aurait
aucun effet sur eux (Silver, 1978).

La cellule de phytoplancton lierait ensuite le Cd{li) au pool de
glutathion intracellulaire. Une activité de polymérisation du glutathion plus
marquéee pourrait se produire 8 ce moment. On ne peut affirmer si la liaison
du Cd(il) par le glutathion constitue en soi un mécanisme de résistance ou

'l s'agit d'une méthode de détoxification efficace mais temporaire. Sion
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corisidare 1a deuxiéme hgbétﬁ*ésgé;"—* il se’pourrait qud:long terme il se
produise un efflux spécifique du Cd{l1) 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 & des recherches futures sur les mécanismes de résistance

des microorganismes phytoplanctoniques.




Conclusion

Pendant les 7 premiers jours d'exposition au Cd, les algues de
I'espéce Selenastrum capricornutum réagissent trés fortement. Ceci se
traduit par un taux de croissance faible par rapport & celui des algues
témoins. Par 1a suite, les algues exposées & 30 ppb de Cd(ll) demontrent une
récupération marquée. Par contre, une concentration de 70 ppb de Cd{il)
semble trop élevée pour permettre toute récupération de la part de la
population: le taux de croissance reste stable jusqu'a la fin de 1'expérience et
est environ la moitié de ceux des autres groupes.

On a noté que les concentrations nominales et réelles dosées de
Cd(11) dans les sacs différent quelque peu. Ce phénoméne peut s'expliquer par
la complexation du Cd sur les parois des sacs de plastique. Au fur et &
mesure que la quantité d'algues, c'est-a-dire de sites de complexation, en
solution éugmente, il se produirait une désorption du Cd{ll) des parois ve;s
les algues en solution.

Lors des chromatographies, la majorité du Cd dosé dans les
protéines extraites des algues était associé aux fractions contenant les

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

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

qu'on ne puisse déeterminer la quantité de peptides induits par la présence de
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quanti'té de pehtides' induits est importante. Tohtéfois, il semble qu'une
concentration de 70 ppb cd Cd{l1}) en solution excéde 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 polymeére du glutathion seraient en cause. En effet, le Cd{ll) en se
liant aux groupements sulphydryles des molécules de glutathion pourrait
induire la polymeérisation de celles-ci. Nous croyons que dans l'avenir, les

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

groupements sulphydryles des peptides induits par 1a présence de métal.
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