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DETECTION  D’ACIDES  sialiques

-  OU  DE  SUBSTANCES  APPARENTEES  -

CHEZ  ENTEROMORPHA  PROLIFERA  (MULLER)  J.  AGARDH

Marie-Helene LAUR* et Sigurdur JONSSON*

RESUME.  —  L’extrait,  a  l’eau  de  mer,  de  fragments  de  thalles  vivants  de  l’E.  prolifera
presentc des reactions positives aux tests : orcinol-chlorhydrique, rcsorcinal-periodate et
thiobarbiturique-pdriodate, mais negative apres traitement prealable a la neuraminidase
active  de  Vibrio  cholerae.  La  coloration  de  Hale,  pour  les  acides  sialiques,  adaptee  a  la
microscopie electronique, revele, a la surface de la paroi cellulairc, des depots opaque aux
electrons. Ces depots disparaissent ou s’attenuent si les cellules sont soumises prcalablement
a une digestion enzymatique par la neuraminidase. Ces resultats suggerent done la presence
d’acides sialiques, ou de substances apparentees, chez £. prolifera.

SUMMARY.  -  The  sea  water  extract  of  living  thallus  fragments  of  E.  prolifera  reacts
positively  to  chlorhydric-orcinol,  periodate-resorcinol  and  periodate-thiobarbituric  tests,
but negatively if treated before by active neuraminidase of Vibrio cholerae. The Hale strain
method for sialic acids adapted to electron microscope reveals electron opaque deposits
at the surface of the cell wall. When the cells were treated with active neuraminidase these
deposits did not appear or were reduced. These results suggest that sialic acids are present
in E. prolifera.

INTRODUCTION

Les  composes  de  l’acide  sialique  —  sialoglycoproteiques,  sialoglycolipides  —
sont  des  constituants  importants,  situes  surtout  a  la  peripherie  de  la  membrane
cellulaire,  ou  ils  sont  responsables  des  charges  negatives  superficielles.  Tres
repandus  dans  les  tissus  animaux  (JEANLOZ  et  CODINGTON,  1976)  et  a  tra-
vers  tout  le  regne  animal,  ils  representeraient  dans  les  microsomes  isoles  a  partir
des  membranes  d’hepatocytes  de  rat  65  a  70  %  de  la  totalite  des  acides  sialiques
cellulaires;  le  reste  appartiendrait  aux  autres  membranes  intracellulaires,  prin-
cipalement  mitochondriales  (WARREN,  1976).
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Ces  constituants  ont  ete  reconnus  aussi  dans  les  enveloppes  et  capsules  bac-
teriennes  et  virales.  Tandis  que  CORRELL  (1964)  revele  la  presence  d’un  sialo-
glycopeptide  dans  Chlorella,  MAYER  et  coll.  (1964)  rapportent  la  presence
d’acide  N-glycosylneuraminique  dans  les  hydrolysats  acides  de  graines  delipidees
de  soja  et  de  luzeme.  Puis  ONEDERA  et  coll.  (1964)  indiquent  pour  64  plantes,
que  leurs  teneurs  en  acides  sialiques  s’echelonnent  de  1  a  10%  (references
rapportees  par  SAi-SUNG  et  DAIN).  Enfin  ROBERTS  (1974)  revele  que  la  paroi
de  Chlamydomonas  ,  non  cellulosique,  a  une  structure  de  glycoproteine  cris-
tallisce.  Toutefois  si  la  caracterisation  chimique  des  divers  acides  sialiques  :
par  chromatographies  (papier,  phase  vapeur),  par  digestions  enzymatiques,  est
maintenant  tres  sure,  l’usage  des  methodes  cytochimiques  doit  toujours  etre
mene  avec  circonspection.  Aussi  ne  seront  consideres  comme  positifs  que  des
resultats  concordants,  obtenus  apres  emploi  de  methodes  variees  et  comple-
mentaires.  C’est  ainsi  que  nous  avons  applique  quelques  unes  de  ces  methodes
a  la  recherche  d’acides  sialiques  chez  Enteromorpha  prolifera,  Chlorophycees
marine.

matEriels  et  methodes

Materiel  et  culture  :  nos  essais  portent  sur  des  gametophytes  a  l’etat  sterile
de  I'Enteromorpha  prolifera  (Muller)  J.  G.  Agardh,  ages  de  3  mois,  obtenus  en
cultures  clonales  a  partir  de  zoospores  quadriflagellees,  apres  induction  experi-
mentale  de  plantes  sporophytiques  (JONSSON,  1977,  1980).  Ces  cultures
s’effectuent  a  12£C,  dans  l’eau  de  mer  enrichie  (E.S.  de  PROVASOLI;  PROVA-
SOLI,  1968)  sous  un  eclairement  fluorescent  blanc  de  quelques  60  /i.E.m"  2  -  S'  1
en  photoperiodes  16/8.

Extraction  :  L’extrait  aqueux  est  prepare  dans  l’eau  de  mer  a  partir  de  3
grammes  d’algues  fraiches,  prealablement  fragmentees.  Les  morceaux  (0,5  mm)
sont  soigneusement  rinces  dans  600  ml  d’eau  de  mer,  sur  filtres  de  nylon  fin,
(en  trois  fois)  avant  d’etre  mis  en  suspension  dans  100  ml  d’eau  de  mer  fraiche
agites  durant  5  h.  Cette  solution  est  recuperee  par  filtration  sur  verre  fritte  (n°  4).

Essais  biochimiques  :  Des  fractions  de  cet  extrait  sont  soumises  aux  tests
suivants :
-  orcinol-chlorhydrique  (SVENNER  HOLM,  1956  et  suite)

resorcinol-periodate  (JOURDIAN  et  coll.,  1971)
-  thiobarbiturique-periodate  (WARREN,  1959).

Des  aliquotes  temoins  sont  elles,  anterieurement  a  tout  traitement,  traitees  :
les  unes  par  la  neuraminidase  active  (37°,  pH  5,5,  1  h);  les  autres  par  une  neura¬
minidase  inactivee  par  chauffage  a  50°C  durant  30  mn  (neuraminidase  ou  N-
acylneuraminique  hydrolase  3.2.1.18  de  Vibrio  chlorae).

Methodes  cytochimiques  :  Les  echantillons  (2  a  3  mm)  sont  fixes  (0°C,
24  a  48  h)  dans  une  solution  de  glutaraldehyde  (2  %),  puis  laves  rapidement
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par  une  solution  d’acide  acetique  (0,5  N,  pH  =  4,5).
La  coloration  au  fer  colloidal  s’effectue  alors  selon  la  methode  de  HALE,

decrite  par  MOWRY  (1958)  modifiee  selon  GAS1C  et  BERWICK  (1963)  a  partir
de  la  solution  de  MULLER  (1  h,  0°C,  pH  =  4,54,6).

Les  echantillons  sont  dedifferencics  par  rinqages  rapides  avec  la  meme  solu¬
tion  acetique,  puis  plonges  durant  20  mn  dans  le  melange  suivant  :  solution  a
2%  de  ferrocyanure  dans  une  autre  solution  d’acide  chlorhydrique  a  2  %  (vol/
vol).  Apres  d’abondants  rinqages  dans  un  tampon  phosphate  (pH  =  5,0),  les  frag¬
ments  sont  alors  deshydrates,  inclus  a  l’epon,  coupes.  Les  coupes  contrastees
par  1’acetate  d’uranyle  puis  le  citrate  de  plomb,  sont  ensuite  observees  au  micro¬
scope  electronique.

Des  fragments  temoins  de  cette  meme  algue,  apres  fixation,  sont  traites  :
les  uns  par  la  neuraminidase  active,  les  autres  parl’enzyme  inactivee,  antcrieure-
ment  a  leurs  coupe  et  colorations,  comme  decrit  ci-dessus.

RESULT  ATS  ET  DISCUSSION

L’extrait  isole  de  E.  prolifera  presente  des  reactions  positives  aux  trois  essais
biochimiques,  mais  negatives  apres  digestion  prealable  par  la  neuraminidase
active,  laissant  ainsi  presumer  de  l’existence,  dans  cet  extrait,  de  substances
apparentees  aux  acides  sialiques.

Tableau I. Mise en evidence a pH =4,5 d’acides sialiques dans l’extrait aqueux
de VE. prolifera, en presence ou non de neuraminidase active ou inactivee

(+ + reaction tres positive; + reaction positive; — reaction negative)

Tests biochimiques
neuraminidase  sans

inactivee  neuraminidase

orcinol chlorhydrique
resorcinol-periodate
thiobarbiturique-periodate

Toutefois,  il  convient  d’ajouter  que  :
—  la  methode  a  Porcinol  chlorhydrique  n’est  pas  specifique  des  acides  sialiques  :

certains  hexoses  et  osamines  prennent  effectivement  coloration  (++)  d’ou
contaminations  possibles.

—  la  methode  au  resorcinol-periodate  caractcriserait  les  acides  sialiques  libres;
les  acides  sialiques  lies  n’etant  pas  liberes  totalement  par  l’oxydation  perio-
dique  celle-ci  devrait  done  etre  renforcee.

—  la  methode  au  thiobarbiturique-periodate  serait  plus  appropriee  pour  les
acides  N-glycolyls-N  acetyl-neuraminiques  (NGNA),  moins  valable  pour  les
acides  N-acetyl-neuraminiques  (NANA).
L’etude  cytochimique,  au  microscope  electronique,  met  en  evidence  la  pre¬

sence  de  sialocomposes.  Ceux-ci  fixant  le  fer  colloidal,  apparaissent  sous  forme
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de  depot  noirs  fins  (diametre  ^  1  fxm)  a  la  peripherie  de  la  cellule;  les  abondants
precipites  intracellulaires  ne  seront  pas  consideres  id  (Fig.  1,  fleches).

Fig.  1.  -  Coupe de la  paroi  cellulaire  de Enteromorpha prolifera,  coloree au fer  colloidal.
Les depots de ferrocyanure indiquent la presence d’acides sialiques (fleches) (quelques
artefacts dus a un lavage insuffisant par l'acide acetique). G : 16500 x 3.

Fig.  2.  -  Coupe traitee  par  la  neuraminidase  active  avant  coloration  au  fer  colloidal  :dis-
parition pratiquement totale des sialocomposes (fleches). G : 16500 x 3.

Fig. 3. — Coupe traitee a la neuraminidase inactivee puis coloree, comme ci-dessus. Noter la
position des depots correspondant aux acides sialiques (fleches). G : 16500 x 3.

Apres  traitement  a  la  neuraminidase  active  (pH  =  4,5-4,6)  les  precipites
attribues  aux  acides  sialiques  ont  pratiquement  disparu  (Fig.  2),  alors  qu’ils
persistent  sous  un  aspect  different  apres  traitement  par  l’enzyme  inactivee  (Fig.
3,  fleches).  Notons  ici  que  les  lavages  par  l’acide  acetique  ont  dissous  lesglyco-
proteines.

Durant  ce  traitement  par  l’enzyme,  nous  avons  constate  I’importance  des
variations  de  pH  sur  la  coloration.  Ainsi  pour  pH  compris  entre  1  et  2,5  une
coloration  au  fer  colloidal  persiste  tout  en  etant  attenuee.  On  admet  alors  que
les  substances  ainsi  colorees  possedent  un  pH  tres  acide,  inferieur  a  2,5;  non
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touchees  par  la  neuraminidase,  elles  seraient  assimilees  a  des  sulfates  et  aux
sulfonates.

Aux  pH  =  2  a  3,5  les  precipites  seraient  dus,  soit  aux  phosphates,  soit  aux
acides  hyaluroniques.

Done  malgre  leur  manque  de  totale  sp^cificite,  l’explication  de  methodes
variees  conduit  a  des  resultats  coherents,  relatifs  a  la  presence  de  complexes
d’acides  sialiques  chez  Enteromorpha  prolifera.

Par  ailleurs,  il  est  interessant  de  noter  que  l’extrait  aqueux,  isole  des  frag¬
ments  de  thalle  de  cette  Chlorophycee,  se  revele  fortement  inhibiteur  de  la
reproduction  (JONSSON,  1977,  1980),  phenomene  aussi  signale  chez  Ulva
mutabilis  (NILSEN  et  NORDBY,  1975).  Des  lors  il  est  permis  de  se  demander
s’il  existe  un  rapport  entre  cette  inhibition  et  la  presence  d’acides  sialiques
ou  de  certaines  glycoproteines  apparentees,  diffusibles  chez  ces  algues.
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