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RESUME L’analyse de vestimentiféres, Riftia pachyptila, prélevés en divers sites de la dor-
sale du Pacifique oriental, met en évidence la bioaccumulation de certains élé-
ments dans leurs tissus. Des variations inter-individuelles fortes sont observées
chez des individus prélevés dans un méme site ou dans des sites différents. Cette
variabilité est sans doute en relation avec le degré d’exposition des différents
individus analysés, ainsi qu’avec la variabilité des émissions de fluides (fré-
quence, durée, intensité, direction, chimie). L’absence de toxicité apparente des
€éléments s’expliquerait par I’abondance de leurs formes insolubles dans les tissus
du ver, ainsi que par la présence confirmée de métallothionéines dont il est admis
qu’elles participent aux processus de détoxication des métaux. Le dosage du cad-
mium, du cuivre et du zinc dans le sang permet d’émettre 1’hypothése de leur
transport de 1a plume vers le trophosome. Ces mémes métaux ont été quantifiés
pour la premiére fois dans des bactéries isolées du trophosome et dans le liquide
coelomique.

ABSTRACT Bioaccumulation of mineral elements within the vestimentiferan
tube worm Riftia pachyptila (Jones): a review.

The bioaccumulation of several elements in the tissues of the vestimentiferan
worm Riftia pachyptila, collected at various sites of the East Pacific Rise, has
been evidenced. Important fluctuations of elemental levels are observed among
specimens originating from different sites, or even from the same site. These
fluctuations are related to the exposure of the sampled organisms and to the high
variability of the vent fluids (frequency, duration, intensity, direction, chemis-
try). The storage of the elements as mineral compounds and the abundance of
metallothioneins are responsible for their apparent lack of toxicity, and provide
evidence of existing detoxication processes. Cadmium, copper and zinc have
been quantified in the blood, leading to the hypothesis of the existence of a metal
carrier responsible for their transportation from the plume toward the trophoso-
me. These metals have also been quantified for the first time within isolated
symbiotic bacteria and coelomic liquid.

Oceanologica Acta, 1996, 19, 2, 163-176.
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INTRODUCTION

Depuis leur découverte en 1977 (Corliss et al., 1979) les
communautés biologiques associées aux sources hydro-
thermales du Pacifique Oriental (East Pacific Rise: E.P.R.)
ont suscité un intérét constant. De nombreuses publications
traitent des particularités anatomiques, physiologiques ou
métaboliques, écologiques (abondance de symbioses)
développées par les espéces hydrothermales pour faire face
aux conditions extrémes de leur habitat (températures et
pressions élevées, anoxie, abondance d’hydrogene sulfuré,
absence de photosynthése). Par contre, peu d’informations
ont été publiées 2 ce jour, concernant les interactions entre
la richesse métallique de ces milieux et leur faune associée
(Gaill et al.,, 1984 ; Roesijadi, Crecelius, 1984 ; Roesijadi
et al., 1985 ; Juniper et al., 1986; Chassard-Bouchaud et al.,
1986 et 1988 ; Juniper, 1988; Cosson-Mannevy et al., 1988
et 1989 ; Smith, Flegal, 1989; Jeanthon, Prieur, 1990 a et
b). Pourtant I’exubérance des peuplements hydrothermaux
constraste fortement avec la pauvreté et la faible densité
spécifique des peuplements rencontrés dans les sites cdtiers
contaminés par des rejets métalliques anthropogéniques.

Certains éléments traces présents dans les fluides hydro-
thermaux (tab. 1) se rencontrent a4 des concentrations nette-
ment plus élevées que celles généralement observées dans
I’eau de mer (Edmond et al., 1982; Edmond, Van Damm,
1985; Michard et al., 1984, Bowers et al., 1988). Les élé-
ments essentiels (As, Cu, Fe, Mn, Se, Zn) sont des sub-
stances hormétiques. Le fonctionnement cellulaire normal
nécessite que leur concentration soit maintenue dans une
gamme de valeurs strictes, variable selon le métal et le
tissu considérés. Au-dessous d’un seuil minimal ou au-des-
sus d’un seuil maximal apparaissent des perturbations phy-
siologiques. L’information concernant la pénétration des
métaux essentiels ou toxiques est fournie par la quantifi-
cation globale de ces éléments dans 1’organisme. Le trans-
fert du milieu ambiant vers I’organisme est quantifié par le
calcul du facteur de concentration (Fc = Rapport entre la
concentration du composé dans 1’organisme et sa concen-
tration dans le milieu).

Pour beaucoup d’espéces, la résistance 2 la toxicité des
métaux est due a leur capacité d’accumuler les polluants
métalliques sous une forme non toxique. Le caractére défi-
nitif ou temporaire de la séquestration des métaux dépend
des ligands cellulaires impliqués. Ainsi la fossilisation des
métaux sous forme de composés insolubles d’une grande

Tableau 1

stabilité chimique aboutit A une détoxication a plus long
terme que lorsque cette détoxication s’exerce au travers de
la liaison du métal avec des composés types métallothio-
néine (MT), dont le « turn-over » varie de quelques jours &
quelques mois en fonction du métal associé a 1’apopro-
téine.

En écotoxicologie, deux types de structures anatomiques
sont considérés comme des cibles préférentielles pour
I’accumulation des métaux : celles qui sont directement
exposées au milieu contaminé et celles qui participent au
transport et au métabolisme des métaux dans I’organisme.

Sur les sites d’échanges milieu extérieur-organisme deux
phénomenes non exclusifs sont observés selon la forme
physico-chimique (« spéciation ») du métal considéré dans
le milieu :

— I’élément métallique adhére a la surface des téguments
externes par simple adsorption ou établit des liaisons chi-
miques avec certains composés structuraux des téguments
(protéines soufrées, par ex. : kératine).

—I’é1ément métallique pénétre au travers des téguments.

Le franchissement des barriéres membranaires est un
mécanisme naturel pour les métaux essentiels. Les métaux
toxiques, grice a des phénomenes de compétition avec les
métaux essentiels, empruntent les mémes voies. Les ions
métalliques, composés hydrophiles, doivent se combiner
des ligands pour former des complexes apolaires ou des
structures électriquement neutres afin de franchir la mem-
brane lipidique de nature hydrophobe. Les possibilités
d’utiliser les mécanismes de transport actif (compétition au
niveau des pompes 2 calcium et 4 sodium) ou d’étre captés
et incorporés par endocytose constituent d’autres voies de
passage. La barriere membranaire franchie, le métal exoge-
ne va réagir avec les ligands intracellulaires pour lesquels
il présente une affinité. Cela peut se traduire par sa fixation
sur des substrats ne possédant pas de métaux associés
auparavant, ou par une substitution d’un métal natif par le
métal exogéne sur un site accepteur de cations. La pré-
sence de ce métal peut aussi entrainer une série de réac-
tions cellulaires qui auront pour finalité son intégration a
une structure chimique assurant sa neutralisation. Cette
neutralisation peut étre réalisée dans les interfaces avec le
milieu (branchies, tractus digestif) ou dans des organes
internes impliqués dans le métabolisme général (glandes
digestives, organes excréteurs). Dans ce deuxiéme cas, le

Concentration de différents éléments dans les fluides hydrothermaux de quelques sites du Pacifique et concentrations moyennes de 1’eau de mer.
Les concentrations sont exprimées en pg/l d’aprés les données fournies par les articles d’Edmond et al., (1982) ; Edmond et van Damm (1985) ;

Michard et al. (1984) ; Bowers et al. (1988).

Levels of elements in hydrothermal vent fluids from the East Pacific Rise and average levels encountered in sea water. Levels given as mg/l accor-
ding to Edmond and van Damm (1983, 1985); Michard et al. (1984); Bowers et al. (1988).

Ag As Cd Cu Mn Pb Se Zn
1°N 20 000 4 63 000
11°N <0,11248 92 000 a 361 000 41000251 000 1,864 55,9 2900 a 6900
13°N 62279 100 000 a 600 000 330004 161 000 2,9228,0 131 2 6700
21°N 4,1 18,5 174 2224 28 000 4 101 000 34 000253 000 63,8 57 6929
GUAYMAS 24,8 21,2 <63,5 3127 7 600 54,9 6,5 275
Eau de Mer 0,002 2,02 0,11 0,44 <0,05 0,002 0,20 0,65
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métal doit d’abord étre fixé par un transporteur qui le véhi-
culera jusqu’a I’organe.

Dans le présent article, nous dressons le bilan de la bioac-
cumulation d’éléments (Ag, As, Cd, Cu, Fe, Hg, Mn, Nj,
Pb, Se, Zn) chez I'une des espéces majeures des commu-
nautés hydrothermales du Pacifique, le vestimentifere Rif-
tia pachyptila (Jones). Une synthése des résultats publiés
précédemment (Cosson-Mannevy et al.,, 1988 et 1989) et
de données originales a été réalisée. Une attention toute
particuliere a été apportée a la distribution de certains
métaux, essentiels (Cu, Zn) ou toxiques (Cd), entre les
ligands intracellulaires insolubles et solubles. De plus,
nous avons quantifié les protéines type métallothionéine
(MT) dans différents tissus ou organes de R. pachyptila.

MATERIEL ET METHODES

Les échantillons analysés pour cette étude proviennent des
campagnes : OASIS (21° N - 1982), GALAPAGOS (1° N
- 1988), HERO 91 (13° N - 1991), HERO 92 (13° N -
1992). Une comparaison est établie avec des données
publiées précédemment (Cosson-Mannevy et al., 1988 et
1989) concernant des individus récoltés au cours des cam-
pagnes : BIOCYARISE (13° N - 1984) et HYDRONAUT
(13° N - 1986).

Choix des parties anatomiques étudiées

Différentes parties anatomiques du R. pachyptila ont été
analysées : la plume (ou branchie), le vestimentum (organe
musculaire), le tronc (contenant le trophosome, caractéris-
tique de I’embranchement) et 1’opisthosome (partie termi-
nale du ver). Dans la plume, seuls les filaments branchiaux
ont été pris en compte dans cette étude. Dans le tronc, nous
avons distingué la paroi musculaire, le trophosome (mélan-
ge de bactéries symbiotes et des tissus de 1’hdte) et les bac-
téries elles-mémes. La séparation des bactéries des tissus
de I’hdte a été effectuée par centrifugation différentielle
sur gradient de Percoll selon la technique mise au point par
Distel et Felbeck (1988) pour séparer les bactéries sym-
biotes du mollusque bivalve, Lucinoma aequizonata, et

adaptée au cas de R. pachyptila par Jarchow et Felbeck (en .

préparation). La plume qui baigne directement dans le
milieu ambiant est exposée aux particules minérales dis-
soutes ou en suspension. Les éléments traces peuvent donc
étre adsorbés sur les filaments branchiaux ou franchir les
barri¢res membranaires et pénétrer dans I’organisme. La
majorité des échanges entre le ver et I’eau environnante
s’effectue via cet organe, le ver ne possédant pas d’autre
surface d’échange, comme le tube digestif des autres ani-
maux (Jones, 1984). Les muscles du vestimentum permet-
tent la rétraction de la branchie a U'intérieur du tube pro-
tecteur du ver. Nous avons retenu cet organe a titre
comparatif, sa participation au métabolisme général étant
limitée. Dans le tronc, nous avons voulu établir une diffé-
rence entre I’enveloppe musculaire contractile et le conte-
nu (trophosome) aux fonctions physiologiques (nutrition,
reproduction) essentielles (Felbeck et al., 1981 ; Cava-
naugh, 1983 ; Fisher, Childress, 1984 ; Fisher et al., 1988).
Dans le trophosome, les composés prélevés dans le milieu

au niveau de la branchie, et véhiculés jusqu’a lui par la cir-
culation sanguine, sont métabolisés grice a la participation
indispensable des bactéries chimioautotrophes. Il nous a
paru judicieux d’évaluer les capacités de ces bactéries a
accumuler les métaux pour mieux cerner leur éventuelle
participation aux processus de détoxication. L’opisthoso-
me, dont 1a musculature permet I’ancrage du ver dans son
tube, est la partie la plus éloignée de la zone d’interface
avec le milieu. Sa prise en compte est essentiellement com-
parative.

Dosages globaux des éléments traces dans les tissus ou
organes

Les tissus ou organes conservés congelés aprés dissection a
bord des navires ont été séchés a I’étuve jusqu’a obtention
d’un poids constant. Ils ont ensuite été broyés dans un mor-
tier en agate. Plusieurs parties aliquotes (environ 100 mg
chacune) de chaque tissu réduit en poudre ont fait 1’objet
d’une digestion nitrique & 95 °C. L’analyse des éléments
traces a été effectuée par spectrophotométrie d’absorption
atomique 2 effet Zeeman en flamme ou au four graphite,
selon 1'élément dosé (Amiard et al., 1987). Pour les ana-
lyses de mercure la digestion nitrique a été effectuée a
60 °C maximum afin d’éviter toute perte par sublimation,
et elle a été suivie d’une étape de minéralisation des échan-
tillons aliquotés a I’aide de permanganate de potassium.
Les dosages du mercure total ont été effectués par spectro-
photométrie d’absorption atomique de la vapeur froide
(Hatch, Ott, 1968).

Simultanément aux échantillons de R. pachyptila, nous
avons analysé des échantillons standards provenant de
I’US-NBS et du NRC-Canada. Les résultats obtenus
étaient en parfait accord avec les valeurs certifiées. Pour
permettre 1’expression des résultats relativement au poids
sec ou au poids frais des tissus analysés, les teneurs en eau
de ces différents tissus ont ét¢ calculées.

Etude de la compartimentation des métaux : Cu, Cd, Zn

Trois parties aliquotes de tissus congelés, de trois parties
anatomiques, le trophosome (h6te + bactéries), le vesti-
mentum (muscle) et la plume (filaments branchiaux), ont
été pesées (environ 1,5 g) puis broyées dans du tampon
Tris-HCI (50 mM - pH 8,6) a raison de 4,0 ml/g de poids
frais. L’homogénat ainsi obtenu a été soumis aux ultrasons
pour compléter I’homogénéisation mécanique du broyeur
(Dounce). Apres ultra-centrifugation (100 000 g - 60 min.)
nous avons obtenu trois phases : un culot (C1), une phase
intermédiaire riche en hémoglobine (Hb) et un surnageant
superficiel translucide (S1). Le culot (C1) et des parties ali-
quotes des phases solubles (Hb et S1) ont subi une diges-
tion nitrique (¢f. plus haut) pour permettre de quantifier les
métaux associés aux composés insolubles (C1) et solubles
(Hbet S1).

Les surnageants (S1) restants ont été dénaturés a la chaleur
(75 °C - 15 min.), puis centrifugés (40 000 g - 30 min.).
Les nouveaux culots obtenus (C2) et des aliquots des nou-
veaux surnageants (S2) ont été digérés par I’acide nitrique
et analysés par spectrophotométrie d’absorption atomique

165



R. P. COSSON

(comme précédemment) pour déterminer les quantités de
métaux associés aux composés thermo-sensibles (C2) et
thermo-résistants (S§2). Comme précédemment des parties
aliquotes des surnageants (S2) ont été congelées pour les
analyses biochimiques et la quantification des métallothio-
néines (fig. 1).

Dosages biochimiques

Les quantités de protéines totales présentes dans les surna-
geants (S1) et (S2) ont été déterminées par microtitration
sur plaques (Pierce) selon un principe expérimental dérivé
de la méthode de Lowry ef al. (1951). La quantification
des protéines type métallothionéines (MTs) a été réalisée
par polarographie & impulsions différentielles (DPP). Ce
protocole analytique repose sur la mesure des groupements
SH dans une solution électrolytique contenant I’échantillon
a analyser (Thompson, Cosson, 1984). Cette technique uti-
lisée par de nombreux auteurs permet de quantifier les
MTs dans des organismes prélevés en milieu naturel ou
contaminés expérimentalement, indépendamment de la
diversité des isoformes de MTs présentes dans le tissu ana-
lysé, et des métaux qui y sont associés. Récemment Olaf-
son et Olsson (1991) ont confirmé, par des dosages effec-
tués sur des fractions obtenues par chromatographie
(perméation de gel et échange d’anions), qu’il y avait une
parfaite adéquation entre la quantité totale de MTs présente
dans les échantillons et I’activité mesurée par DPP.

RESULTATS ET DISCUSSION

Les résultats sont présentés organe par organe, accompa-
gnés de commentaires : d’une part, sur les variations intra-
et inter-sites lorsqu’il a ét€ possible d’établir des comparai-
sons, d’autre part, sur les formes physico-chimiques de
stockage des métaux mises en évidence dans I’organe étu-
dié.

Bioaccumulation des éléments traces dans Ia branchie
(plume) :

Les résultats des analyses effectuées sur dix individus
récoltés lors de la campagne GALAPAGOS (1° N - 1988)
sont présentés tableau 2. Peu de données sont disponibles
concernant la teneur en éléments traces des fluides émis
sur ce site (tab. 1). La concentration en mangan¢se varie-
rait entre 20 000 et 63 000 mg/l, mais ne se traduit pas par
une bioaccumulation importante dans la branchie. Le fer et
le cuivre présentent des valeurs relativement homogenes
(coefficient de variation faible ou modéré) par opposition
au cadmium et A I’arsenic dont les teneurs chez certains
individus sont élevées par rapport aux autres. Pour le zinc
(autre métal essentiel dont la concentration intra-tissulaire
est régulée par I’organisme), si I’on excepte la teneur faible
d’un des individus, il y a aussi une relative homogénéité
des valeurs observées (pour n = 9, m = 456,8 pg/g ;
Op-1 = 147,0; C.V. =32 %).

La comparaison des moyennes calculées pour cette étude
avec des données acquises sur des échantillons prélevés sur
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Figure 1

Méthodologie de I'étude de la bioaccumulation des métaux dans les
tissus de Riftia pachyptila. La quantification des métaux est effectuée
par spectrophotométrie d’absorption atomique. Le dosage des métal-
lothionéines est effectué par polarographie & impulsion différentielle.
Les teneurs en protéines sont mesurées 2 1’aide de plaques de microti-
tration (Pierce) selon un protocole dérivé de la méthode de Lowry et
al. (1951).

Methodology used for the study of elemental bioaccumulation within
the vestimentiferan worm, Riftia pachyptila, Jones. Elements were
quantified using Atomic Absorption Spectrophotometry. Metallothio-
neins were quantified using Differential Pulse Polarography. Pro-
teins were assayed using microtitration plates (Pierce) according to
a procedure modified from Lowry et al. (1951).

un méme site (13° N) ou sur d’autres sites du Pacifique
oriental (1° N et 21° N) lors de différentes campagnes
(tab. 2, 3) permet de dégager quelques remarques géné-
rales concernant la bioaccumulation des éléments par la
plume de R. pachyptila. Exception faite du cas du mercure
et du sélénium, le plus souvent ce sont les filaments bran-
chiaux qui présentent les plus fortes teneurs élémentaires
par rapport a I’axe méme de la plume ou au cartilage dont
les rdles sont moindres dans le métabolisme de 1’espéce et
donc dans les échanges avec le milieu ambiant. Le mercure
qui s’accumule préférentiellement dans les organismes,
sous forme méthylée, forme aussi avec le sélénium des
composés minéraux trés stables dont I’effet protecteur a été
montré chez un grand nombre d’especes (Caurant, 1994).
Globalement une opposition est retrouvée entre Zn, Cu et
Se, et les autres éléments (Ag, As, Cd, Hg, Mn, Ni) dont la
teneur peut varier fortement d’un individu a I’autre en
fonction sans doute de la localisation intra-site de I’échan-
tillon (13° N). Cette remarque est aussi applicable aux
variations inter-sites (13°/1°/21° N). Les données fragmen-
taires que nous possédons concernant les teneurs en élé-
ments des fluides hydrotermaux (tab. 1) font apparaitre des
variations quantitatives en fonction des sites, qui sont a
relier a la nature chimique des roches magmatiques et a la
dynamique propre & chaque syst¢éme hydrothermal (Bonatti,
1984). 11 est admis que I’eau environnant les organismes
hydrothermaux (par conséquent, les vestimentiféres) a une
composition chimique trés différente de celle des fluides.
Cette différence est la conséquence du phénomene de dilu-
tion du fluide par la masse d’eau du fond, ce qui entraine la
précipitation de nombreux éléments (Cd, Cr, Cu, Fe, Ni,
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Tableau 2

Variations inter-individuelles des teneurs en éléments traces dans quelques parties ou organes de Riftia puchyptila prélevés a différents sites de
I’E.P.R. (East Pacific Rise). Les teneurs sont exprimées en pg de métal/g de poids sec. m : moyenne ; G,,_; : écart-type ; C.V. : coefficient de varia-
tion exprimé en pourcentage (CV= o,_1/m). Les teneurs en plomb étaient inférieures 2 la limite de détection. n : nombre d’échantillons retenus
pour le calcul statistique.

Variations of elemental levels within different anatomical parts of Riftia pachyptila collected at the East Pacific Rise. Levels are given as ug/g dry
weight. m: mean; G,_j: standard deviation; C.V.: variation coefficient expressed as percentage (CV = G,_j/m). Levels of lead were under the
detection limits. n: number of analysed samples used for the statistics.

FILAMENTS PAROI DU TROPHOSOME TROPHOSOME PAROI DE
BRANCHIAUX TRONC L’ OPISTHOSOME
1°N 13°N 1°N 13°N 13°N
n=10 n=>5 n=10 n=35 n=35
m- oy_1-CV m-0,_1- CV m - o,_1-CV m-oG,1-CV m- o, - CV
ARSENIC 0,96 - 0,39 - 41 0,16 - 0,04 - 27 1,88 - 0,58 - 31 21,5-8,39-39 0,92-0,53-58
CADMIUM 3,05-1,65-54 0,92-0,24-26 0,13-0,08 -61 0,13 -0,09 - 66 0,08-0,02-30
CUIVRE 12,6 -1,61-13 19,5-8,80-45 38,2-34,1-89 68,5-33,3-49 32,7-13,8-42
FER 419 - 136 - 32 143 -20,3-14 1208- 777 - 64 419 - 136 - 32 472 - 197 -42
MANGANESE 129-44 -34 6,02-1,06-18 3,68-095-26 119-28 -24
MERCURE 6,73 -5,56-83
ZINC 428 - 165 -39 83,8-9,0 -11 308 -93,9-31 563 - 150 -27 476 -286 - 60

tion entre les fluides et les tissus de R. pachyptila 4 21° N.
Ces valeurs (tab. 4) sont toutes sous-estimées par rapport
aux valeurs réelles, les concentrations dans 1’eau étant a
fortiori inférieures a celles rencontrées dans le fluide
méme. Les valeurs calculées mettent quand méme en évi-

Se; Edmond, Von Damm, 1985) consécutive aux change-
ments de température (d’environ 350 2 10 °C) et de pH
(d’environ 3,6 a4 7,9). N’ayant aucune donnée sur la com-
position élémentaire de I’environnement immédiat des ves-
timentiféres, nous avons calculé les facteurs de concentra-

Tableau 3

Synthése des données analytiques de bioaccumulation des éléments traces dans quelques parties ou organes de Riftia pachyptila prélevés a différents
sites de 'E.P.R. (East Pacific Rise). A : 13° N, Cosson-Mannevy et al., 1989; B : 13° N, Cosson-Mannevy et al., 1988 ; C: 13° N;D:21°N.Cet
D données non publiées. Les teneurs sont exprimées en pg de métal/g de poids scc. a : axe de la plume ; b : filaments branchiaux ; ¢ : cartilage bran-
chial ; d : plume entiére.

Synthetic presentation of the unalytical data available regarding the bioaccumularion of elements within Riftia pachyptila anatomical parts. Tube
worms were sampled at the East Pacific Rise. A : 13° N, Cosson-Mannevy et al., 1989; B : 13° N, Cosson-Mannevy et al., 1988; C: 13°N; D : 21°
N. C et D unpublished data. Levels are given as ug/g dry weight. a : plume axis; b : plume filaments; c¢ : plume cartilage; d : whole plume.

Ag As Cd Cu Fe Hg Mn Ni Pb Se Zn
Branchie
a 0,5 59 0,1 10,3 256 1,9 4,7 0,5 24 284
Ab 1 15 0.6 25 389 22 79 1,2 14 369
c 0.4 S 0,1 4 321 3,3 7,0 0,5 0,8 213
Bd 1,9 28,5 59 26,8 5,9 2,1 434
Chb 44 0,6 14,2 1,23 475
7.8 0,6 26,7 0,93 475
Dd 4.6 42 0,7 234 215 10,8 3,7 0,6 2,7 506
1,9 3,2 0,1 12,1 167 7,5 2,6 0,4 2,1 355
Vestimentum
A 0,6 3,4 1,0 84 188 1,5 124 2,3 1,6 120
B 0,1 6,7 4,0 15,8 3,5 34 134
C 8,1 1,9 28,1 6,6 230
3.8 0,1 19,6 4,6 186
D 3,7 2,0 0,9 15,9 137 4,2 1,5 04 19 108
2,1 3,2 1,2 10,5 165 8,2 0,7 0,3 2,5 128
Trone
A 0,7 5.6 0,2 11,2 240 2,1 54 0,7 1 198
D 0,6 2,2 3,1 14,0 210 6,3 0,5 0,3 1,2 82
1,5 1,9 0,3 10,2 122 5.8 0,6 0,3 1.0 79
Trophosome
A 1,5 4,7 0,1 9,3 576 23 3,1 2,2 0,9 146
B 0,04 23,7 11,3 16,2 4,9 1,7 313
D 21,9 13,1 0,07 89,1 613 1.2 0,7 0,8 5.9 599
31,3 20,9 0.26 126 833 1,6 0,8 14 7,9 299
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Tableau 4

Valeurs du facteur de concentration entre les teneurs de la branchie et du trophosome de Riftia pachyptila (exprimées en pg/kg) et les concentra-

tions des fluides hydrothermaux (exprimées en pg/l) au site 21° N.

Concentration fuctor between the levels of elements in Riftia pachyptila plume and trophosome (given as ug/kg dry weight) and the levels of these

elements within the hydrothermal fluids (given as ug/l).

Ag As Cd Cu Fe Mn Pb Se Zn

Branchie entiére 1122 227 40 11 2,3 <0,3 94 474 73
463 173 6 5 1,8 6,3 368 51

Trophosome 5341 708 4 40 7 0,04 13 1035 86
7634 1129 15 57 9 0,05 23 1386 43

dence trois groupes d’éléments parmi ceux pour lesquels
un tel calcul était possible. Les métaux tels que le manga-
nese, le fer, le plomb et le cuivre ne sont que faiblement
bioconcentrés dans la plume par rapport 2 leur concentra-
tion initiale dans le fluide hydrothermal. Le fer et le cuivre
forment des précipités lorsque le fluide entre en contact
avec I’eau de mer du fond (Edmond, Von Damm, 1985). 11
est donc logique d’estimer que leur concentration sera
relativement faible & proximité de la branchie de
R. pachyptila, d’ou une moindre bio-accumulation. De
plus, fer et cuivre sont des métaux essentiels au fonction-
nement cellulaire et leur concentration intracellulaire est
régulée par I’organisme en fonction des besoins physiolo-
giques. Le plomb, bien que présent dans les fluides en
concentration nettement supérieure a celle généralement
rencontrée dans I’eau de mer, est faiblement bioaccumulé
lui aussi. Deux hypothéses, non exhaustives, peuvent
expliquer ce phénomene : soit, le plomb précipite, au
débouché des fluides dans I’eau de fond, et sa concentra-
tion dans les branchies est faible ; soit les formes physico-
chimiques sous lesquelles il se présente dans cette eau
environnante sont incompatibles chimiquement avec les
sites sur lesquels il pourrait éventuellement se fixer dans
I’organisme. Cette incompatibilité chimique est aussi a
envisager pour expliquer la faible bio-accumulation du
manganése dont il a été montré (Edmond, Von Damm,
1985) qu’il ne précipitait pas dans la zone de mélange
fluide-eau de mer. Au contraire, son abondance relative
reste décelable loin des sites hydrothermaux (Klinkham-
mer et al., 1977). 1l faut aussi remarquer que fer et manga-
nése présentent des concentrations extrémement élevées
dans les fluides et que ces valeurs interviennent de maniére
prépondérante dans le calcul des facteurs de concentration
de ces deux métaux. Le cadmium et le zinc présentent des
facteurs de concentration du méme ordre de grandeur, bien
que leurs concentrations respectives dans les fluides et
dans les organismes soient trés différentes. Alors que le
zinc est un élément essentiel, le cadmium est un métal
toxique pour les étres vivants. Le cadmium présente beau-
coup d’analogies avec le zinc (méme configuration électro-
nique externe, par ex.) auquel il se substitue trés facilement
dans les molécules biologiques qu’il dénature (métallo-
enzymes, métallothionéines, par ex.). Il est donc particulié-
rement intéressant d’étudier les formes sous lesquelles le
cadmium est accumulé chez R. pachyptila. Un troisieéme
groupe d’éléments (As, Se, Ag) présente des facteurs de
concentration trés élevés, d’autant plus préoccupants que
I’arsenic et I’argent sont de puissants toxiques cellulaires

(Garnier-Laplace, 1991 ; Taylor, 1981, in: Amiard-
Triquet, 1989).

Bien qu’il n’y ait pas toujours de relation directe entre la
bio-accumulation d’un élément et sa toxicité pour I’orga-
nisme qui ’accumule, il est 1égitime de se demander si les
éléments présents dans la branchie de R. pachyptila sont
détectés A des teneurs anormalement €levées. En général
les comparaisons se font entre individus appartenant a la
méme espece, vivants dans des milieux présentant des
niveaux de contamination différents. Il est méme recom-
mandé d’établir des comparaisons d’organe a organe, les
teneurs globales des individus étant le plus souvent biai-
sées par un facteur de dilution lié a la taille, et la condition
physiologique des organismes (abondance de graisse,
phase de croissance ou de reproduction). Pour les orga-
nismes hydrothermaux ce type de comparaison n’est pas
réalisable, aussi avons-nous établi une comparaison avec
quelques espéces marines filtreuses, prélevées dans des
estuaires, sachant que les teneurs de référence (tab. 5) ont
été calculées pour 1’organisme entier et non pas pour un
organe particulier (la plume dans notre cas). Cette compa-
raison met en évidence des teneurs anormalement élevées
en argent, cadmium et mercure chez certains échantillons
de plume provenant d’individus collectés respectivement a
13 et 21° N (Ag), 13 et 1° N (Cd) et 13° N (Hg). Nous
pouvons aussi comparer nos résultats a ceux obtenus par
d’autres auteurs (Roesijadi ez al., 1985; Smith, Flegal,
1989), pour trois mollusques des sites hydrothermaux du
Pacifique analysés in toto (tab. 6). Les teneurs élémentaires
de R. pachyptila sont généralement inférieures a celles ren-
contrées chez ces trois mollusques a I’exception du cas du
mercure. La teneur en sélénium des organismes analysés
est équivalente dans les trois études. Pour le zinc, R.
pachyptila présente des teneurs inférieures a celle observée
chez Calyptogena magnifica, mais supérieures a celles
observées chez les deux autres mollusques. Zinc et cuivre
sont des éléments essentiels (¢f. plus haut) dont les teneurs
sont maintenues constantes chez une espece donnée, mais
connues pour varier énormément d’une espéce a I’autre, il
n’est donc pas surprenant de trouver des différences entre
les especes analysées. Les teneurs élémentaires rapportées
pour les mollusques hydrothermaux sont trés élevées et ont
été décrites comme telles par les auteurs cités plus haut.
Des différences de niveau d’imprégnation sont mises en
évidence pour certains éléments entre les trois mollusques
analysés. Nous pouvons attribuer ces différences a la
nature méme du fluide émis sur le site de prélévement, A la
localisation spatiale des échantillons par rapport aux €mis-

168



BIOACCUMULATION DES MINERAUX CHEZ RIFTIA PACHYPTILA

Tableau 5

Teneurs en différents éléments traces de quelques espéces marines filtreuses prélevées dans des zones estuariennes plus ou moins contaminées. Les
valeurs maximales correspondent 2 des teneurs exceptionnelles, le plus souvent trés supérieures aux maxima de la gamme. Les teneurs sont expri-
mées en pg/g de poids sec (d’aprés Bryan er al., 1985).

Trace element levels within estuarine filter-feeder species from areas contaminated at a variable extent. The maximum values are very uncommun,
and often hugely higher than the maximum of the range. Levels given as ug/g dry weight, according to Bryan et al. (1985).

Ag As Cd Cr Cu Fe Hg Mn Ni Pb Se Zn
Nereis diversicolor
minimum 0,1 8 0,14 0,2 19 349 0,05 5,7 2,3 2,0 163
gamme 03260 14223 04423123 03205 212130 5542615 0,0720,28 962139 33391 33454 179 4292
maximum 18.0 84 5,0 0,6 1430 734 2,5 14,1 13,3 685 466
Mytilus edulis
minimum 0,02 04 0,3 6 64 4 0,5 1,7 45
gamme 0,09a1,12 122 223210 04al,1 7all 1543453 0,0920,04 5317 14262 95219 16426 884300
maximum 16,9 65,0 6,3 262 669 35 12 105 579
Ostrea edulis et
crassostrea gigas
minimum 0,2 1,5 32 128 6 0,1 03 300
gamme 09a64 17et39 1,6411,8 02¢t0,6 384552 1402236 0,15¢t045 8a20 04al7 1,1a78 396 2 4700
maximum 17,2 299 3000 365 33 6,1 12,5 17080

sions et & la physiologie propre de chaque espéce. Les dif-
férences avec R. pachyptila seraient dues aux mémes fac-
teurs éco-éthologiques bien que cela soit matériellement
impossible a4 prouver, compte-tenu des moyens dont nous
disposons actuellement pour effectuer des prélévements
d’eau ou d’organismes sur le fond. Néanmoins nous retien-
drons de ces comparaisons que les teneurs élémentaires
observées dans la plume de R. pachyptila sont élevées sur-
tout en ce qui concerne le mercure.

La répartition d’un métal dans le tissu branchial entre les
ligands solubles (présents dans le cytosol et 1a phase inter-

se répartit de maniére équivalente entre les deux types de
ligands, alors que le zinc et le cuivre sont présents majori-
tairement associés aux ligands insolubles.

Les forts pourcentages de métaux associ€s a la fraction
insoluble de I’homogénat (C1) peuvent s’expliquer par
I’adsorption de particules riches en éléments métalliques
sur la membrane externe des filaments branchiaux. Ils peu-
vent aussi correspondre 4 un piégeage sous forme de gra-
nules libérés lors de 1’éclatement des lysosomes pendant le
broyage ou le traitement aux ultrasons (George, 1983 a et
b), ou de concrétions (Mg/Ca, Pi/PPi, ¢f. Viarengo, Nott,

médiaire) et les ligands insolubles (précipités dans le culot)
est variable selon le métal considéré (tab. 7). Le cadmium

1993) initialement contenus dans des vésicules limitées par
une membrane. C’est une stratégie de stockage ubiquiste

Tableau 6

Teneurs en différents éléments traces de trois mollusques hydrothermaux d’aprés Roesijadi et al, 1985 (Calyptogena magnifica), et d’aprés Smith
et Flegal, 1989 (Bathymodiolus thermophilus et Neomphalus fretterae). Les teneurs sont exprimées en pug de métal/g de poids sec. m : moyenne ;
Oy : écart-type; C.V. : coefficient de variation exprimé en pourcentage (CV = 6,_y/m).

Trace element levels within three molluscs from the hydrothermal vents, according to Roesijadi et al, 1985 (Calyptogena magnifica), and accor-
ding to Smith and Flegal, 1989 (Bathymodiolus thermophilus e Neomphalus fretterae). Levels are given as pg/g dry weight. m: mean; ©,_;: stan-
dard deviation; C.V.: variation coefficient expressed as percentage (CV = O, j/m).

Ag As Cd Cr Cu Fe Hg Mn Pb Se Zn

Calyptogena magnifica 21° N

X 204 248 9.8 16,6 148 760 041 6,0 36 2152

Gn_| 2,0 2,8 0,8 1,3 10 240 0,08 24 0,9 495

CV.% 9,8 11,3 82 7.8 6,8 31,66 195 40,0 25,0 23,0
Bathymodiolus thermophilus 1° N

X 14,5 14,6 11,2 2500 111 4,05 89,2

On-1 6,95 7,88 6,90 5680 107 1,24 24.6

CV. % 479 54,0 61,6 227 96,4 30,6 27,6
Neomphalus fretterae 1° N

X 279 14,9 3,90 393 38,0 7,76 145

On-i 143 5,57 1,77 128 39,4 2,31 51,1

CV. % 51,3 374 454 32,6 103,7 29.8 352
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Tableau 7

Répartition moyenne (n = 3) des métaux, exprimée en pourcentage de
la quantité totale de métal présente dans les échantillons, entre les
trois phases obtenues aprés ultracentrifugation d’homogénats de dif-
férentes parties anatomiques de Riftia pachyptila. Arsenic et mercure
n’ont pu étre pris en compte, leurs teneurs respectives étant trop
proches des limites de détection.

Average (n = 3) distribution of metals between the three fractions
obtained by ultracentrifugation of Riftia pachyptila homogenized tis-
sues. Values are given as percentages of the total amount of metal in
the sample. We did not take into account the levels of arsenic and
mercury because they were to close to the detection limits.

Organes Fractions Cadmium  Cuivre Zinc
Cytosol (S1) 18 5 8
Plume Phase intermédiaire 32 11 23
Culot(C1) 50 84 69
Cytosol (S1) 19 6 2
Vestimentum  Phase intermédiaire 34 12 - 35
Culot (C1) 47 82 63
Cytosol (S1) 4 4 3
Trophosome  Phase intermédiaire 12 26 62
Culot (C1) 84 70 35

dans le régne animal (Martoja, Martoja, 1984), ces struc-
tures minérales pouvant servir de réservoir pour les ions
essentiels (Cu, Zn) ou de piégeage sous forme inerte pour

les ions toxiques (Cd). La phase intermédiaire, riche en '

hémoglobine, contient relativement plus de métaux que le
cytosol translucide. S’agit-il d’une participation directe de
I’hémoglobine de R. pachyptila au transport des ions
métalliques, de la présence de transporteurs spécifiques des
métaux, ou simplement d’un artefact di a la centrifu-
gation ? Des analyses complémentaires sont en cours pour
essayer de répondre A cette question. La répartition des
métaux présents dans le cytosol entre les protéines thermo-
sensibles et thermo-résistantes met en évidence une affinité
plus forte de ceux-ci pour les protéines thermo-résistantes,
dont les métallothionéines (MTs) font partie (tab. 8).

Si les protéines thermo-résistantes (B) représentent 64 %
(C) de la totalité des protéines (A) présentes dans le cyto-

Tableau 8

Répartition moyenne (n = 3) des métaux, exprimée en pourcentage de
la quantité totale de métal présente dans le cytosol (S1), entre les pro-
téines thermo-sensibles (C2) et les protéines thermo-résistantes (S2)
de différentes parties anatomiques de Riftia pachyptila.

Average (n = 3) distribution of metals berween the heat-denaturable
proteins (C2) and the heat-stable proteins (S2). Values are given as
percentages of the total amount of metal in the cytosol (S1) of Riftia
pachyptila homogenized tissues.

Organes Composés Cadmium Cuivre Zinc
Plume Thermosensibles (C2) 17 35 30
Thermorésistants (S2) 83 65 70
Vestimentum Thermosensibles (C2) 22 32 13
Thermorésistants (S2) 78 68 87
Trophosome Thermosensibles (C2) - 20 20
Thermorésistants (S2) 100 80 80

sol (S1), ce qui est donc important, parmi ces protéines
thermo-résistantes, il n’y a que 4 % (F) de métallothio-
néines, ce qui peut paraitre faible (tab. 9). Cependant, les
concentrations de métallothionéines mesurées lors de cette
étude sont tout a fait de I’ordre de grandeur des valeurs
trouvées lors de précédentes analyses (tab. 10).

Les concentrations en MTs que nous avons déterminées
pour la branchie de R. pachyptila sont trés élevées par rap-
port au niveau de base quantifié dans la branchie de moule
(Mytilus edulis). Par contre, elles se situent dans la gamme
des valeurs observées pour les foies de poissons exposés a
un environnement contaminé (Platichthys flesus) ou dont
la teneur naturelle du cuivre dans le foie est elle méme trés
élevée (Onchorynchus mykiss, Salmo salar) (tab. 11). La
comparaison de concentrations en MTs d’espéces diffé-
rentes est hautement spéculative. Ici, son but est de démon-
trer que, si faibles paraissent-elles par rapport aux concen-
trations totales en protéines, les teneurs en MTs de la
branchie de R. pachyptila sont du méme ordre de grandeur
que dans des organes d’autres espéces marines, pour les-
quelles il est admis que les MTs interviennent de fagon
prépondérante dans les mécanismes de détoxication des
métaux et participent aux phénomenes de résistance et de
tolérance (Viarengo, Nott, 1993).

Bioaceumulation des éléments traces
dans le vestimentum

Des variations inter-individuelles des teneurs en zinc et en
cuivre de la paroi musculaire du vestimentum ont été mises
en évidence, qu’il s’agisse de comparaisons intra-site ou
inter-sites (tab. 3). Alors que les teneurs en fer et manga-
nése semblent stables, les importantes variations des
teneurs en Ag, As, Cd, Cu, Hg, Ni et Pb selon les individus
récoltés, refletent vraisemblablement leur degré d’exposi-
tion & la pluie de particules minérales provenant des
fumeurs. Les facteurs de concentrations des éléments
traces dans le vestimentum, par rapport aux fluides (non
présentés), sont du méme ordre de grandeur que ceux cal-
culés précédemment pour la plume. Les teneurs des diffé-
rents éléments analysés dans le vestimentum ne présentent
pas de grandes variations par rapport a celles mesurées
dans la plume, a part une moindre richesse des tissus en fer
et en zinc, et deux valeurs exceptionnellement fortes pour
le mercure et le chrome. La comparaison avec les valeurs
rencontrées chez les organismes estuariens (tab. 5) met, ici
aussi, en évidence des teneurs anormalement élevées en
argent, cadmium et mercure. Le mercure est connu pour
s’accumuler préférentiellement sous forme méthylée dans
les tissus musculaires. Les fortes teneurs en mercure du
vestimentum reflétent le métabolisme particulier a cet
élément. Les teneurs en argent et cadmium demeurent infé-
rieures & celles rapportées pour les Mollusques hydro-
thermaux (tab. 6).

La répartition du cadmium, du cuivre et du zinc entre les
ligands solubles (cytosol, phase intermédiaire) et inso-
lubles (culot) est sensiblement équivalente a celle observée
pour la plume (tab. 7), & part la plus forte proportion de
zinc dans la phase intermédiaire, riche en hémoglobine, et
sa chute dans le cytosol. Etant donnée sa position anato-
mique a I’intérieur du tube protecteur du ver (rdle encore a
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Tableau 9

A : Concentration des protéines totales du cytosol (S1) obtenu aprés homogénéisation et ultracentrifugation d’une partie aliquote de différentes
parties anatomiques de Riftia pachyptila. B : Concentration des protéines thermo-résistantes, mesurée dans le surnageant obtenu aprés dénaturation
a la chaleur (S2). D : Concentration des métallothionéines (MTs) mesurée dans (S2). Les concentrations sont toutes exprimées en mg/g de tissu
frais homogénéisé (trois replicats d’'une méme partie aliquote). C : pourcentage de protéines thermo-résistantes par rapport aux protéines totales.
E : pourcentage de MTs par rapport aux protéines totales. F : pourcentage de MTs par rapport aux protéines thermo-résistantes.

A : Total protein level in the cytosol (S1) obtained after homogenization and ultracentrifugation of Riftia pachyptila homogenized tissues. B : Level
of heat-stable proteins in the supernatant obtained after the heat-denaturation (S2). D : Level of metallothioneins (MTs) in the supernatant (S2).
Levels are given as mg/g wet weight (three replicates of the same sample). C : Amount of heat-stable proteins versus the total amount of proteins
(as percentage). E : Amount of MTs versus the total amount of proteins (as percentage). F : Amount of MTs versus the amount of heat-stable pro-

teins (as percentage).

Organes A B C D E F
Protéines Protéines Pourcentage Métallothionéines Pourcentage Pourcentage
Totales Thermo-résistantes de B/A MTs de MTs/A de MTs/B
Plume 6,39 4,06 63,6 0,146 2,28 3,60
Vestimentum 348 2,98 85,6 0,062 1,77 2,08
Trophosome 2,49 1,95 78,5 0,063 2,51 3,23

élucider par rapport aux agressions chimiques), il est peu
probable que des particules soient adsorbées sur 1’épiderme
du vestimentum. Par contre, il existe certainement une
faible circulation d’eau autour du corps de R. pachyptila, a
I’intérieur du tube. Cette circulation peut apporter des élé-
ments chimiques sous formes dissoutes, particuliérement
diffusibles au travers des membranes. Les fortes propor-
tions de cuivre et de zinc retrouvées dans les culots d’ultra-
centrifugation, reflétent peut-étre simplement des formes
insolubles de ces métaux associés aux membranes, pour
des raisons structurelles sans liens avec les phénomenes de
détoxication.

La proportion de zinc associée aux protéines thermo-résis-
tantes semble légérement plus €levée que celle observée
pour la plume (tab. 8). Il y a moins de protéines totales et
thermo-résistantes dans le muscle du vestimentum que
dans les filaments branchiaux (tab. 9). Par contre, le pour-
centage de protéines thermo-résistantes est encore plus
élevé. La concentration tissulaire des MTs est plus faible
que dans la plume et leur proportion par rapport aux pro-
téines thermo-résistantes est deux fois moindre. Comme
pour la plume, il y a une bonne homogénéité entre les
valeurs trouvées précédemment et la concentration en MTs
observée dans la présente étude (tab. 10).

Les différences observées entre les filaments branchiaux et
la paroi musculaire du vestimentum traduisent la différence
des fonctions physiologiques remplies par ces deux entités
anatomiques. Etant donnée la faible quantité de MTs dans
ses tissus, le vestimentum n’apparait pas comme un site
privilégié ol se dérouleraient les réactions métaboliques
assurant la détoxication des métaux, mais plutét comme un
organe ol seraient stockés, sous des formes minérales inso-
Tubles (2 définir), les composés issus de ces réactions.

Bioaccumulation des éléments traces dans le trone

Le tronc du vestimentifere abrite un tissu caractéristique de
I’embranchement, le trophosome, dont les fonctions phy-
siologiques sont essentielles puisqu’il contient les bactéries
symbiotes qui assurent la nutrition du ver 2 partir des é1é-
ments soufrés filtrés dans la branchie et acheminés jusqu’a

lui via la circulation sanguine (Bosch, Grassé, 1984 a et b).
Nous appellerons trophosome le tissu composé du mélange
des bactéries avec les structures anatomiques du ver
(gonades, vaisseaux sanguins, sang, liquide coelomique,
bactériocytes), par opposition a la paroi du tronc (tissu
musculaire) et aux bactéries isolées.

Paroi musculaire du tronc

Les résultats de 1’étude de 1a variabilité des teneurs en élé-
ments dans la paroi musculaire du tronc font apparaitre une
prédominance des métaux essentiels (Cu, Fe, Zn) par rap-
port aux éléments toxiques (As, Cd) (tab. 2). Le coefficient
de variation calculé pour la teneur en cuivre est élevé pour
un métal dit « régulé », ce qui traduit une hétérogénéité
entre les individus analysés. Pour ce métal les valeurs
atteintes restent inférieures aux maxima de la littérature,
alors que la teneur moyenne en cadmium est élevée par
rapport aux valeurs citées pour référence (tab. 5).

La comparaison inter-sites (tab. 3) met en évidence des
teneurs plus élevées en zinc et arsenic & 13° N (A). Par
contre la plus forte teneur en cadmium est observée a
21° N. Les teneurs en MTs de la paroi du tronc des
R pachyptila prélevés a 21° N sont 1égérement inférieures

Tableau 10

Teneurs en métallothionéines (exprimées en mg/g de poids frais)
d’homogénats dénaturés 2 la chaleur, de différentes parties anato-
miques de Riftia pachyptila. A et B : échantillons provenant de
21° N, données non publiées. C et D : échantillons provenant de
13°N, C: (Cosson-Mannevy et al., 1986), D : cette étude.

Level of metallothioneins in the supernatant obtained after the heat-
denaturation (S2) of Riftia pachyptila homogenized tissues. Values
are given as mg/g wet weight. A and B : samples collected at 21° N,
unpublished data. C and D : samples collected at 13° N, C : (Cosson-
Mannevy et al., 1986), D : this study.

Organes A B C D

Plume 2954 22,7 144,3 146,1
Vestimentum 99.8 127,1 64,1 61,5
Trophosome 245,6 230,3 574 63,4
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Tableau 11

Concentration en métallothionéines dans la branchie de la moule (Mytilus edulis), et dans le foie de différentes especes de poissons. Les valeurs

sont exprimées en mg/g de poids frais (George et Olsson, 1994).

Metallothionein levels in the gill of the mussel (Mytilus edulis), and in the liver of various species of fish. Levels are given as mg/g wet weight,

according to George and Olsson (1994).

Mytilus Pleuronectes Onchorynchus Salmo Haemulon Platichthys
edulis platessa mykiss salar sciurus Sflesus
Niveau de base 0,5 15-30 140-240 100 800 34
Zone contaminée 270

(74,7 et 69,6 mg/g poids frais) a celles du vestimentum des
organismes provenant du méme site (tab. 10).

Trophosome

Deux séries d’analyses ont permis d’étudier la variabilité
intra-site des teneurs en éléments dans le trophosome
(tab. 2).

La premiere série de résultats correspond a des individus
prélevés a 13° N pendant les campagnes HERO (91 et 92).
Les teneurs en arsenic sont exceptionnellement élevées par
rapport aux données de la littérature (tab. 5) et équivalentes
a celles obtenues chez les Mollusques hydrothermaux
(tab. 6). L’arsenic est reconnu comme un élément essentiel
depuis 1975 (in : Caurant, 1994) et son effet biologique
dépend de sa teneur dans I’organisme. Compte-tenu des
teneurs observées dans le trophosome, il serait important
d’étudier les formes physico-chimiques sous lesquelles est
accumulé cet arsenic. Le cuivre présente des fluctuations
inter-individuelles importantes qui peuvent refléter des
conditions physiologiques particuliéres aux individus ana-
lysés, soit un déreéglement temporaire ou prolongé de
I’homéostasie de ce métal chez certains individus. Il existe
une corrélation significative (P < 0,05) entre les fluctua-
tions des teneurs en cuivre et en mercure. Ce phénoméne
serait la traduction de I’affinité des deux métaux pour les
mémes ligands intracellulaires (Cosson, 1994 et 1995).
Mercure et cadmium, tous deux toxiques, présentent de
forts coefficients de variation, conséquence de la difficulté
des organismes a réguler leur pénétration, qui est elle-
méme fonction de leur exposition.

La deuxiéme série de résultats a été obtenue a partir
d’échantillons prélevés sur le site des Galapagos (1° N).
Les teneurs en arsenic sont nettement plus faibles que
celles observées A 13° N, contrairement aux valeurs obser-
vées pour les Mollusques prélevés eux aussi 4 1° N
(tab. 6). A part une valeur extréme, les teneurs en cadmium
sont sensiblement du méme ordre chez les individus échan-
tillonnés 4 1° N, Comme 2 13° N, les teneurs en cuivre
fluctuent beaucoup d’un individu a I’autre, le coefficient de
variation étant ici trés important. De méme, le fer est bio-
accumulé de maniére trés variable et 1’on observe aussi une
forte valeur du coefficient de variation. Ces deux métaux
se distinguent nettement du zinc pour lequel est observée
une grande homogénéité des résultats et une faible valeur
du coefficient de variation. Les variations du cuivre et du
fer ne sont pas corrélées et les données dont nous dispo-
sons ne permettent pas d’interpréter ces variations en terme
de toxicité éventuelle.

La comparaison inter-sites (tab. 3) souligne la faible impré-
gnation par |’arsenic des individus récoltés aux Galapagos
(1° N) et leur richesse en fer, observée aussi chez les Mol-
lusques du méme site (tab. 6). Les calculs des facteurs de
concentration (tab. 4) font ressortir une forte bioaccumula-
tion de ’argent et du sélénium sur le site 21° N. Sauf
exception (Cd, Mn) les facteurs de concentrations, calculés
pour le trophosome & 21° N, sont plus forts que ceux cal-
culés pour la plume. Pourtant, le trophosome n’est pas en
communication directe avec le milieu extérieur et dans son
cas il ne peut donc s’agir de dépots particulaires (comme
sur les filaments branchiaux), mais bien d’éléments trans-
portés, métabolisés et stockés dans cet organe. Il a été
montré (Frazier, George, 1985, et Thomson et al., 1985,
in : George, Olsson, 1994) que chez les huitres différents
types de cellules sanguines pouvaient accumuler de fortes
concentrations en cuivre et en zinc, métaux naturellement
constitutifs des MTs. Nous ne pouvons donc pas négliger
I’hypothese, chez R. pachyptila, d’un transport des métaux
de la plume vers le trophosome via des ligands véhiculés
par la circulation sanguine.

La répartition du cadmium et du zinc entre les ligands
solubles et insolubles du trophosome est différente de celle
observée pour la plume et le vestimentum (tab. 7). Le cad-
mium est majoritairement associé aux composés précipités
dans le culot au lieu de se répartir équitablement entre les
phases soluble et insoluble. De plus, il est trés peu (cinq
fois moins) présent dans le cytosol. Le zinc est, pour sa
part, majoritairement associé a la phase intermédiaire riche
en hémoglobine et faiblement représenté dans le culot
(formes insolubles).

L’abondance de cadmium et de cuivre dans ce culot pour-
rait correspondre 3 des composés minéraux (granules ou
sphéro-cristaux) inertes, représentant les formes finales des
processus de détoxication de ces métaux. La proportion de
zinc associé aux protéines thermo-résistantes est inférieure
a celle observée dans le vestimentum, mais supérieure a
celle observée dans la plume (tab. 8). Les proportions de
cuivre et de cadmium associés a ces mémes protéines ther-
mo-résistantes sont nettement supérieures 2 celles obser-
vées dans les deux organes précédemment étudiés. Nous
n’avons pas détecté de cadmium dans le culot obtenu aprés
dénaturation & la chaleur du cytosol (S1), et présumons que
I'intégralité du cadmium présent dans ce cytosol (4 % seu-
lement du cadmium total de I’échantillon) est liée a des
protéines thermo-résistantes.

Les concentrations en protéines totales et thermo-résis-
tantes sont nettement inférieures a celles de la plume et
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Iégérement inférieures 2 celles du vestimentum (tab. 9). Le
pourcentage des protéines thermo-résistantes par rapport
aux protéines totales est intermédiaire entre ceux trouvés
dans les deux organes cités. La concentration en MTs est
plus faible que dans la plume, mais équivalente 4 celle du
vestimentum.

Compte-tenu des faibles concentrations en protéines totales
et thermo-résistantes, le pourcentage des MTs est plus
élevé que pour le vestimentum et du méme ordre que pour
la plume. La faible concentration en MTs est a relier i la
faible représentation des métaux étudiés dans le cytosol,
une part importante de ceux-ci étant, associée comme sou-
ligné plus haut, d’une part aux composés insolubles (Cd,
Cu), d’autre part a la phase intermédiaire riche en hémo-
globine. Cette phase doit faire I’objet de nos futures
recherches pour en définir la composition et I’éventuelle
présence de ligands métalliques type MTs ou de MTs
sensu stricto. Comme pour la plume et le vestimentum, les
teneurs en MTs des trophosomes des organismes prélevés
4 13° N (C et D) sont homogenes, mais inférieures a celles
des deux individus prélevés a 21° N (tab. 10). Cette diffé-
rence entre sites est plus marquée que pour les autres
organes. Le niveau des teneurs en MTs du trophosome des
exemplaires prélevés a4 21° N est équivalent a celui des
teneurs en MTs de la plume des mémes individus, contrai-
rement aux exemplaires de 13° N pour lesquels ce niveau
est nettement inférieur (environ 1/2). Cette importance
relative des teneurs en MTs des trophosomes des exem-
plaires provenant de 21° N est peut-étre a rapprocher de
leur teneur élevée en argent, cadmium et cuivre (tab. 3).

Bactéries isolées

Des bactéries ont été isolées (Distel, Felbeck, 1988) des
tissus de vestimentiféres prélevés a 13° N et les suspen-
sions obtenues (n = 7) ont été analysées pour estimer leur
richesse relative en métaux (Tab. 12). La masse bactérien-
ne présente dans le millilitre de suspension analysé est
inconnue et difficilement quantifiable étant donné le proto-
cole d’isolement utilisé. Si nous estimons 2 100 mg la

masse isolée de bactéries présentes dans le millilitre de

suspension analysé, nous obtenons des teneurs en cad-
. mium, cuivre et zinc, respectivement de 0,02 - 5,4 -
17,4 pg de métal/g de poids sec. Ces valeurs estimées
représentent grossiérement : un septiéme, un treizi€éme et
un trente-deuxiéme des teneurs du trophosome total en
cadmium, cuivre et zinc. Etant donné I’importance relative
du trophosome (donc des bactéries) par rapport 4 la masse

Tableau 12

totale du ver (15 %, d’apreés Felbeck et Childress, 1988),
cela représente une contribution non négligeable au bilan
total de ces métaux dans I’organisme.

Bioaccumulation des éléments dans I’opisthosome

L’opisthosome est la partie terminale du corps de
R. pachyptila. 11 assure son ancrage dans son tube pro-
tecteur. C’est un organe musculeux riche en hémoglobine.
La quantification des éléments chez cinq individus récoltés
a 13° N souligne I’hétérogénéité déja observée lors des
précédentes comparaisons inter-individuelles (tab. 2). Le
fer et le zinc présentent de fortes teneurs, avec un fort coef-
ficient de variation pour le zinc. Le cuivre présente des
valeurs extrémes, trés supérieures aux autres valeurs obser-
vées, et qui correspondent aux valeurs maximales du zinc.
Les variations des teneurs en cadmium et en manganese
sont faibles, contrairement 2 la variation des teneurs en
arsenic. La comparaison avec les teneurs moyennes du ves-
timentum et de la paroi du tronc (tab. 2, 3) fait ressortir :

— une teneur moyenne en arsenic et en manganése.
— une faible teneur en cadmium, '
— une forte teneur en cuivre, fer et zinc pour 1’opisthosome.

Quantification des teneurs en métaux traces
(Cd, Cu, Zn) dans le sang et le liquide coelomique

Des échantillons de sang et de liquide coelomique ont été
prélevés sur trois individus récoltés 2 13° N. Les résultats
des dosages (tab. 13) mettent en évidence des différences
trés nettes entre les deux milieux. Le sang présente des
teneurs trés élevées en zinc, du méme ordre de grandeur
que celles observées dans les tissus, alors qu’il s’agit ici de
teneurs exprimées par rapport au poids frais et non pas au
poids sec. Le liquide coelomique présente des teneurs en
cuivre légérement inférieures a celles du sang, mais ses
teneurs en cadmium sont nettement supérieures.

La présence de ces métaux dans le sang vient a I’appui de
I’hypothése émise précédemment de leur transport entre la
plume, au contact du milieu enrichi en minéraux, et le tro-
phosome ol ils semblent &tre biotransformés et stockés
sous des formes inertes. Elle met aussi en évidence un
échange de ces métaux avec le liquide coelomique qui
représente 26 % de la masse totale de I’animal (Felbeck,
Childress, 1988).

Concentrations en cadmium, cuivre et zinc de suspensions de bactéries, isolées de Riftia pachyptila (n = 7) prélevés a 13° N. Les concentrations
sont exprimées en pg/l pour le cadmium ; en mg/l pour le cuivre et le zinc. m : moyenne ; o,,_; : écart-type; C.V. : coefficient de variation exprimé
en pourcentage (CV = ¢,,_1/m).

Levels of cadmium, copper and zinc within suspensions of isolated symbiotic bacteria from Riftia pachyptila trophosome. Samples (n = 7) were
collected at 13° N. Levels are given as ug/l for cadmium and mg/l for copper and for zinc. m: mean; G,_;: standard deviation; C.V.. variation
coefficient expressed as percentage (CV = 6,_)/m).

1 2 3 4 5 6 7 m Ont C.V. %
Cadmium = 25 1.9 1,7 2.8 1.5 14 3,1 2,13 0,67 31
Cuivre 1,30 0,19 0,19 1,78 008 - 008 0,16 0,54 0,70 129
Zinc 476 1,20 168 1,33 1,35 0,95 0,90 174 . 1,36 78
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Tableau 13

Teneurs en cadmium (pg/kg poids frais), cuivre et zinc (mg/kg poids frais) du sang et du liquide coelomique de trois Riftia pachyptila (a, b, c) pré-
levés & 13° N. m : moyenne ; O, : écart-type; C.V. : coefficient de variation exprimé en pourcentage (CV = 6,,_; /m).

Levels of cadmium, copper and zinc within the blood and the coelomic liguid of Riftia pachyptila. Sumples (n = 3) were collected at 13° N. Levels
are given as pg/kg for cadmium and mg/kg for copper and for zinc. m: mean; ©,_j: standard deviation; C.V.: variation coefficient expressed as

percentage (CV = 6,_1/m).

Sang Liquide coelomique
a b c m On-1 CV. % a b [ m On-t CV. %
Cadmium 1,0 0,7 0,7 0,8 0.2 22 1,9 2,4 74 3,9 3,0 78
Cuivre 1,02 0,96 091 0,96 0,06 6 0,56 0,47 0,72 0,58 0,13 22
Zinc 538 394 365 432 93 21 89 159 94 114 39 34
CONCLUSION que par leur propre présence en excés dans le milieu. C’est

L’étude synthétique que nous avons menée sur la bioaccu-
mulation d’éléments minéraux chez Riftia pachyptila a été
réalisée grace & une abondance de données correspondant
davantage a des opportunités d’obtention d’échantillons
qu’a un programme de prélévement sérié. Néanmoins, elle
permet d’évaluer les interactions entre le vestimentifére
typique des sites du Pacifique oriental, et la composante
minérale des fluides émis par ces sites. Les analyses effec-
tuées sur des organismes prélevés sur un méme site (13° ou
1° N) mettent en évidence une forte variabilité des teneurs
en éléments des organismes. Cette variabilité marquée
s’explique dans la mesure ol les écosystemes hydrother-
maux sont par excellence des milieux extrémement
variables, dans le temps ou dans ’espace. Les données
courantologiques obtenues au voisinage des cheminées
actives montrent une variabilité trés importante dans la
direction des courants et dans leur intensité, méme si des
influences saisonniéres ou tidales induisent une certaine
rythmicité (Vangriesheim, comm. pers.). Cette variabilité
des courants conditionne la répartition des particules miné-
rales autour des fumeurs (Khripounoff, Albéric, 1991) et,
par conséquent, le micro-environnement minéral des orga-
nismes sessiles. A cela s’ajoutent les phénoménes de préci-
pitation qui sont fonction de la dynamique des fluides émis
et qui conditionnent la nature chimique des éléments au
contact des organismes. Outre ces facteurs physico-chi-
miques, il y a aussi des facteurs physiologiques propres a
Iindividu échantillonné qui conditionnent la bioaccumula-
tion des éléments.

Nous avons pu montrer qu’il existe une affinité différen-
tielle entre élémentg et organes, en relation avec leur fonc-
tion physiologique. Et, au sein de ces organes, il existe des
affinités particulidrgs pour certains types de ligands. Des
différences ont été établies entre les organes a forte impli-
cation métabolique comme la plume et le trophosome et
des organes impliqués dans des fonctions plus mécaniques
tels que le vestimentum, I’opisthosome ou la paroi muscu-
laire du tronc. Nous avons mis en évidence, dans les tissus
de R. pachyprila, une bioaccumulation de certains élé-
ments, ce qui pose le probléme de leur régulation et de leur
détoxication. Les mécanismes permettant la régulation des
flux de métaux essentiels dans les organes sont perturbés
par les phénomeénes de compétition entre ceux-ci et les
métaux toxiques qui leur sont proches chimiquement, ainsi

I’aptitude des organes, ou des tissus, & maintenir un équi-
libre entre les flux entrants et sortants (excrétion, neutrali-
sation, stockage) de métaux qui va permettre a 1’organisme
dans sa globalit¢ de s’adapter 4 son environnement, d’ou
I'intérét d’étudier les phénoménes de bioaccumulation
dans ’organe plut6t que dans ’organisme. Le stockage est
souvent 1’étape finale de la détoxication, c’est pourquoi
nous avons essayé d’identifier les formes physico-chi-
miques des métaux dans les tissus de R. pachyptila. Cette
étude met en évidence une accumulation préférentielle du
cuivre et du zinc sous forme insoluble dans la plume et le
vestimentum, alors que le cadmium se répartit de maniére
sensiblement équivalente entre les formes soluble et inso-
luble. Dans le trophosome, le cadmium est présent majori-
tairement sous forme insoluble alors que le zinc est majori-
tairement associé aux formes solubles. La prépondérance
du cuivre et du zinc sous forme insoluble dans la plume
peut étre associée A la présence de particules minérales
demeurées adsorbées sur les filaments branchiaux malgré
le ringage de 1'organe avant son conditionnement & bord.
Par contre cette hypothese est beaucoup moins plausible en
ce qui concerne le vestimentum o il faut envisager un
stockage sous forme de concrétions minérales. L.’abondan-
ce du zinc sous forme soluble dans le trophosome peut
s’expliquer par une affinité particuliere de ce métal pour
les protéines de I’organe. Cette hypothése repose sur la
comparaison entre les teneurs globales en zinc de la plume
et du trophosome, et leur teneur respective en protéines.
Pour une teneur équivalente en zinc il y a relativement
moins de protéines dans le trophosome que dans la plume.
Par contre le pourcentage de protéines thermo-résistantes
est plus €levé dans le trophosome, notamment le pourcen-
tage de métallothionéines par rapport aux protéines totales.
Si les mécanismes de passage entre les formes soluble et
insoluble sont loin d’étre connus, il a été¢ montré que dans
certains cas les métallothionéines pouvaient participer a
I’incorporation de certains métaux a des structures types
granules (Ballan-Dufrangais et al., 1980 ; Viarengo et al,
1985 ; Lauverjat et al., 1989). Il pourrait y avoir une rela-
tion de causalité entre les abondances relatives de zinc sous
forme soluble, de protéines thermo-résistantes et de MTs,
et la présence majoritaire du cadmium sous forme inso-
luble. Dans le trophosome, cette forme de stockage du cad-
mium correspondrait a 1’étape ultime de sa détoxication via
des mécanismes faisant intervenir les MTs dont le zinc est
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le métal constitutif, Leur présence mise en évidence précé-
demment (Cosson-Mannevy et al., 1986) est confirmée par
cette étude ainsi que leur abondance dans la plume (site
privilégié des échanges avec le milieu extérieur) et dans le
trophosome (au role métabolique prépondérant). Les
teneurs en MT's dans ces deux organes sont comparables 2
celles rencontrées chez d’autres espéces ol leur parti-
cipation aux mécanismes de détoxication est admise, ce qui
renforce I’hypothése avancée plus haut.

Chez R. pachyptila, comme chez de nombreux invertébrés,
la détoxication des métaux s’effectuerait principalement
par formation de structures minérales, grice a une parti-
cipation éventuelle des MTs. Des recherches sont entre-
prises au niveau ultrastructural pour localiser les concré-
tions minérales dans les tissus et déterminer leur nature a
I’aide de microsonde électronique. L’identification des
ligands du sang, qui permettent le transport des métaux de
la plume vers le trophosome, est aussi 1’un des objectifs
" que nous poursuivons.

Etant données I’importance et V'irrégularité des apports
particulaires dans la plume de R. pachyptila, 1a mise en
ceuvre des mécanismes de détoxication des éléments
métalliques doit étre rapide et performante. L’une des stra-
tégies adaptives envisageable pour répondre a ces critéres
serait la duplication ou I’amplification des génes codants
pour les MTs, phénoménes observés chez d’autres inverté-
brés (Palmiter, 1987). Une part importante des recherches
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