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Douze métaux lourds (Al, Cd, Cr, Cu, Hg, Fe, Mn, Ni, Pb, Ti, V et Zn) ont été
dosés dans les sédiments et dans des néréis femelles prélevés dans |'estuaire de
1’Aa et le petit port de Boulogne.

Des variations de concentration parfois importantes ont été enregistrées en fonc-
tion du site, de I'époque de la récolte, de I’age des animaux et des cations envisa-
gés. D’un autre c6té, de nombreuses corrélations intermétaux ont €té mises en évi-
dence dans les néréis. Les études cytochimiques et radioautographiques ont mon-
tré que le tégument et I'intestin constituent deux voies de pénétration et de
stockage. L’intestin pourrait en outre constituer un site de détoxication et d’élimi-
nation. Ces résultats encore préliminaires sont discutés.

Oceanologica Acta, 1991. Actes du Colloque international sur I'environnement des
mers épicontinentales, Lille, 20-22 mars 1990, vol. sp. n° 11, 263-274.

ABSTRACT

Bioconcentration of heavy metals in an estuarine annelida
polychaeta: Nereis diversicolor

The concentrations of twelve heavy metals (aluminium, cadmium, chromium,
copper, mercury, iron, manganese, nickel, lead, titanium, vanadium and zinc) in
sediments and in female nereis collected in the estuary of the river Aa and in the
little harbour of Boulogne were investigated.

Concentration variations which were sometimes considerable, were found accor-
ding to the site, the period of the year, the age of the animals and the cations stu-
died. In addition, numerous intermetal correlations were detected in the nereis.
Cytochemical and radioautographic studies revealed that the tegument and the gut
were two routes of penetration and storage. Moreover, the gut could be a detoxifi-
cation and excretory site. These preliminary results are discussed.

Oceanologica Acta, 1991. Proceedings of the International Congress on the
environment of epicontinental seas, Lille, 20-22 March, 1990, vol. sp. n® 11, 263-274,
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Tableau |

Concentrations (fg/e™! poids sec) des douze métaux lourds dans les sédiments et dans les trois classes d'ige de néréis femelles distinguées selon le

diamttre ovoeytaire (|, < 80 pm: 2, 80-130 um: 3 > [30 pum). a : estuaire de I"Aa; b petit port de Boulogne.

Tableawlg . — =
. Avril 1988 Juillet 1988 Octobre 1988 Février 1989 Avril 1989
ALUMINIUM
Sédiment 5200 4300 / 1750 6200
Néréis | 2067 B0 183 4 240
Néréis 2 2433 700 333 90 427
Neéréis 3 2767 600 33 52 67
CADMIUM
Sédiment 0.80 0,20 / 0.80 0.70
Neéréis | 0.23 0.27 0.07 0,10 0,07
Néréis 2 0,23 0,27 0,07 0.05 0.07
Néréis 3 0,23 0,10 0,05 0,05 0,03
CHROME
Seédiment 8,30 20,00 / 3.00 33.00
Néréis | 23,00 16,00 5.50 0,60 0,33
Néréis 2 40,00 10,00 7.00 0,75 0.60
Néréis 3 22.00 11,00 3.00 1,20 0,53
CUIVRE
Sédiment 17 14 / 12 17
Neéréis | ] 110 50 21 10
Néréis 2 43 62 21 26 1
Néréis 3 60 80 16 15 9
FER
Sédiment 10500 10000 / 3900 14400
Néréis | 1967 400 453 245 280
Néréis 2 1600 433 493 330 453
Neéreis 3 1867 400 243 320 233
MERCURE
Sédiment 0.260 0,270 / 0.120 0,190
Nérédis | 0087 (LOKS 0085 0085 0.070
Neéréis 2 0,080 0,120 0,000 0,045 0.100
Néréis 3 0,070 U080 0,000 0,050 0.065
MANGANESE
Sediment 280.0 2200 / 425.0 280,0
Néréis | 85,0 23.0 18,0 535 13.0
Néréis 2 T80 26.0 27.0 9.5 17.0
Néréis 3 78.0 28.0 11,0 1.0 17,0
NICKEL
Sédiment 0.1 0.5 / 16.0 10,0
Néréis | 13.0 9.0 6.0 20 0.6
Néréis 2 23.0 6.3 6.0 3.0 0.6
Néréis 3 12.0 5.3 33 3.0 1.3
PLOMB
Sédiment 50.0 42,0 / 55.0 50,0
Néréis | 9.30 3,30 1.00 1.50 0.67
Néréis 2 7.00 4.00 1,80 1.80 100
Néréis 3 9.30 5.30 1.20 180 0,67
TITANE
Sédiment 55.0 73.0 / 9.0 170.0
Néréis | 170.0 470 123 3.0 25.0
Néréis 2 140,0 63.0 19.7 8.3 45.0
Néréns 3 163.0 43.0 2.7 6.0 6.3
VANADIUM
Sédiment 28,00 21,00 ! 5.00 32,00
Néréis | 8.80 3,20 1,70 1.20 3.00
Néréis 2 7.90 3.80 2.00 1,30 4,00
Néreis 3 8,00 3.60 0,97 1,20 1.70
ZINC
Sédiment 120 95 { 200 110
Néréis | 197 154 160 180 143
Néréis 2 180) 137 135 158 133
Néréis 3 188 138 124 168 133
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Tableau 1 b

Concentrations {,uxr‘_n,-"’ dry weight) of twelve heavy metals in the sediment and the three classes based on their oocvte diameter (1, < 80 pm; 2, 80-130

pm; 3 > 130 pm).
a: estuary of the river Aa: b: little harbour of Boulogne.

Avril 1988 Juillet 1988 Octobre 1988 Février 1988 Avril 1989
ALUMINIUM
Sediment 15000 4300 4000 5200 T100
Néréis | 1067 1667 487 248 40
Néréis 2 1250 1067 7 82 30
Néréis 3 BOO 533 197 95 20
CADMIUM
Sédiment 25,00 8.00 6,20 0,70 10,00
Néréis 1 0,83 3.00 1.07 0,15 0,30
Néréis 2 1,30 1,33 0.67 0,17 0,20
Néréis 3 .85 0,57 0,40 0,20 0,10
CHROME
Sédimem 3.30 12,00 6.40 26,00 17,00
Néréis 1 13.00 19,00 14.60 13.00 0,50
Néreis 2 11,00 18.00 11,80 13,00 0,25
Néréis 3 21.00 20,00 12,20 7.50 0,25
CUIVRE
Sédiment 29 30 21 15 95
Néréis | 40 K7 44 315 06
Néréis 2 43 167 19 228 55
Néréis 3 25 220 12 24 32
FER
Sédimem 5800 10200 6900 10000 14000
Néréis | 413 333 260 320 130
Néréis 2 340 300 293 189 125
Néréis 3 297 270 183 225 100
MERCURE
Sédiment 1.75 2.20 1,70 0,37 1,30
Néréis | 0,183 / 0,320 / 0,120
Néréis 2 0.180 0,200 0,140 / /
Néréis 3 0,127 0.130 0,095 0,057 0,230
MANGANESE
Sédiment 240 4200 3280 175 770
Néréis | 1330 5000 633 29 54
Néréis 2 1550 2730 310 34 48
Néréis 3 1165 1267 260 62 24
NICKEL
Sédiment 18.0 750 54.0 11.0 200
Néréis | 10,0 1.0 93 14,0 2.0
Néréis 2 12,0 10,0 9.3 18,0 2.0
Néréis 3 16,0 12,0 87 10,0 1,7
PLOMB
Sédimem 300,0 2400 110,0 34,0 3100
Néréis | 12,3 6.7 19.0 15,0 13.0
Néréis 2 17.0 6.7 140 13,0 7.0
Néréis 3 16.7 6.7 11,0 8.8 6,0
TITANE
Sédiment 87.0 320 230 95,0 64,0
Néréis | 29.0 310 15,0 19,0 1.5
Néréis 2 320 20,0 10,0 5.6 1.5
Néréis 3 230 11,0 7.0 6.3 0,7
VANADIUM
Sédimem 19.00 11.00 11,30 24,00 26,00
Néreis | 1.80 3.60 1.67 0.70 0,50
Néréis 2 2.10 1,80 0,93 0,11 0,30
Néréis 3 1.60 0,80 0.77 0,10 0,30
ZINC
Sédiment 2280 770 750 115 1040)
Néréis | 347 550 220 178 170
Néréis 2 373 312 163 194 160

Néréis 3 343 257 155 188 153
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INTRODUCTION

Situ¢ a I'interface continent-océan, |'estuaire est un site
priviligi¢ pour I'évaluation des flux de contaminants chi-
miques et organiques d’origine anthropique. A ce niveau,
beaucoup de polluants se déposent dans la vase ot vivent

Tableau 2

quelques especes d'invertébrés trés représentatives du
milicu. Les animaux endobenthiques estuariens constituent
donc 1'un des meilleurs modeles pour I'étude approfondie
des effets biologiques des contaminants et du transfert de
ces derniers du monde minéral aux organismes vivants.

Dans un certain nombre d’estuaires. en particulier dans

Répartition des échantillons d amimaux (quinze échantillons répartis sur cing campagnes) en fonction de leurs concentrutions én métaux

Moyenne pour les vers [ug.g L (p. s.):ppm| ; movenne pour les sédiments [pg ¢l p. s.:ppm]

a @ estuaire de 'Aa b : petit port de Boulogne

Distribution of the animal samples (fifteen samples for five collectings) according to their metal concentrations
Average for worms [(ug.g’ (dw.):ppm| ; average for sediments [(ge.g ' idw.):ppm]. a: estuary of the river Aa; b: little harbourg of Boulogne
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celui de I'Aa, I'espéce de loin la mieux représentée est
I'annélide polychéte Nereis diversicolor. Ce ver euryhalin,
qui forme I'un des premiers maillons de la chaine alimen-
taire, présente les caractéres taxonomiques, biogéogra-
phiques, ¢cologiques, physiologiques et écotoxicologiques
définis par divers auteurs (revue in Butler ef al., 1971 ;
Philipps, 1977 : 1980) d'un excellent bioindicateur de pol-
lution.

En vue d'étudier les modalités de transfert des métaux
traces dans des organismes marins, nous avons donc choisi
la néréis, modcle par ailleurs trés étudié dans notre labora-
toire sur le plan fondamental et ¢cotoxicologique.

Des ¢tudes antérieures ont en effet permis de détecter
quelques effets pathologiques dus a certains ions métal-
liques. En bref, lors de contaminations expérimentales, le
chrome (Cr) et le plomb (Pb) ont provoqué respectivement
des nécroses 1égumentaires et une abondante sécrétion de
mucus (Dhainaut-Courtois ef al., 1988 ; 1989), tandis que
le mercure (Hg) entrainait des contractions musculaires
importantes dans le tiers antéricur du ver (Dennai er al.,
1986). Ces observations ont €1é confirmées par des exa-
mens au microscope électronique, lesquels ont également
révélé d’autres effets cytologiques se situant essentielle-
ment au niveau : a) du systéme nerveux central [Hg
(Dennai et al., 1986), Pb (Dhainaut-Courtois er al., 1988)] ;
b) de I'intestin, avec formation de sphérocristaux provo-
quée par tous les métaux Ctudiés [cadmium (Cd), Cr, Hg,
nickel (Ni) et Pb] (Dhainaut-Courtois et al., 1988) : ¢) des
granulocytes I. Ces derniers, caractérisés par la présence de
granules cytoplasmiques et de microfilaments (Dhainaut,
1984 : Dhainaut et Porchet-Henneré, 1988) sont libres dans
l¢ liquide coclomique du ver. Ils présentent des analogies
structurales avec les neutrophiles des mammiferes. Lors
d’un stress - pollution métallique ou bactériologique, par
exemple - les granules des granulocytes | sont rejetés dans
le milieu intérieur (Porchet-Henneré et al., 1987 ; M'Béri,
1988). Un phénomene de dégranulation a ¢té observé apres
contamination par les cing métaux traces étudiés (Cd, Cr,
Hg. Ni et Pb).

Il a également €té trouvé dans notre laboratoire que deux
catégories de molécules de nature protéique (masses molé-
culaires supérieure 4 79 kDa et voisine de 10 kDa) sont
capables de lier certains métaux lourds tels que le Cd. le Zn
et le Fe. En raison de leur apparition respective dans les
pics Let I obtenus par chromatographie de gel filtration sur
Sephadex G 75, ces molécules ont été appelées métallopro-
téines | (MP 1) et 11 (MP 1I) (Dennati, 1984 : Dennai et al.,
1986 ;: Nejmeddine, 1987 : Nedmeddine er al.. 1988). Eu
Cgard a sa masse moléculaire analogue i celle des métallo-
thionéines, c’est la MP 11 qui a ¢é1é étudiée en priorité.
Celle-ci a é1¢ isolée, purifiée et caractérisée (Nejmeddine,
1987 : Nejmeddine er al.. 1988). Sa composition en acides
amings (trés peu de cystéine, présence d’acides aminés aro-
matiques) et son spectre d absorption en ultraviolet mon-
trent clairement que la MP II n"est pas une métallothionéi-
ne. De plus, griace a un anticorps polyclonal (Dhainaut-
Courtois et al., 1987) et a des anticorps monoclonaux
(Porchet-Henneré er al., 1987) fabriqués contre la MP 11, il
a pu etre montré que les granulocytes | décrits ci-dessus
constituent au moins partiellement le site de synthése de

cette molécule. Un début de séquengage du coté N-terminal
a €1é réalisé. La recherche d'homologie avec d’autres
molécules connues permet déji un rapprochement intéres-
sant avec des métalloprotéines (myohémérythrines et
hémérythrines présentes dans un autre groupe d'inverté-
brés: les sipunculiens (Demuynck er al., 1991). Il convient
d’ajouter que la MP IT des néréis possede vraisemblable-
ment un pouvoir bactériostatique (Dhainaut er al., 1989).

Compte tenu de cet ensemble de résultats, il nous a paru
intéressant d’entreprendre 1'étude du transfert des micro-
polluants du monde minéral aux néréis. et de caractériser
les voies de pénétration, les sites de stockage et, éventuel-
lement de détoxication.

LIEUX DE RECOLTE. MATERIELS ET METHODES

L'estuaire de I’ Aa et, pour comparaison avec un autre licu
pollué différemment, le petit port de Boulogne (L"Hopitault
et Delattre. 1983) ont été choisis comme sites de récolte.

Les campagnes de préléevement ont eu lieu en avril, juillet
et octobre 1988, février et avril 1989.

Matériel biologique

Des Nereis diversicolor O.F. Miiller femelles (les miles
sont trop peu nombreux) ont é1€ recueillies et réparties en
trois classes d'age. Ces derniéres sont établies en fonction
du diametre ovocytaire: inférieur & 80 um. compris entre
80 et 130 um, supérieur & 130 um. Rappelons que les vers
vivent deux ans et meurent apreés la période de reproduc-
tion.

Dosages

Douze métaux lourds ont été recherchés: I'aluminium (Al),
le cadmium (Cd ), le chrome (Cr), le cuivre (Cu), le mercu-
re (Hg). le fer (Fe ). le manganése ( Mn), le nickel (Ni), le
plomb (Pb), le titane (Ti), le vanadium (V) et le zinc (Zn).
Chaque dosage a été effectué a partir d’une fraction sédi-
mentaire (< 1 mm) ou d’un brovat de soixante vers récoltés
dans une zone déterminée d'une superficie d'une centaine
de metres carrés,

La minéralisation des vers est conduite a partir d'un lyo-
philisat réduit dans un mortier a une poudre fine de taille
inférieure & | mm. Une prise d'essai de 1.5 g subit une pré-
digestion a froid dans 10 ml d"acide nitrique suprapur. On
chauffe ensuite jusqu'a disparition des vapeurs nitreuses.
Apres addition a froid d'un mélange HNO; + H>SOy +
HCIOy, dans les proportions 10/2/3, le chauffage est repris
jusqu’a "apparition de fumées blanches (Haig et al., 1980).
Un gramme de sédiment est minéralisé dans 4 ml d'acide
chlorhydrique concentré suprapur et 10 ml d*acide nitrique
concentré suprapur pendant une nuit a froid dans un bécher
en téflon recouvert d'un verre de montre. Apres deux heures
de chauffage a reflux, le résidu est amené a sec puis repris
par 15 ml d'acide chlorhydrique | N, filtré sur papier what-
man 2V et complété avec de 'eau distillée gsp 50 ml.
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Tableau 3

Variation d"avril 4 octobre 1988 de lu concentration [exprimée en pg.g™!
(p. s.] de quelques métaux lourds dans le sédiment du petit port de
Boulogne.

Variations from April 1o October of the concentration [pg g™! id. w.i] of
some heavy metals in the sediment of the little harbour of Boulogne

Avril Octobre
Cadmium 25 04
Plomb 300 40
Zine 2280 345
Titane 87 12
Aluminium 15000 4000
Tableau 4

Teneurs métalliques [pg.g™' (p. s.)] dans différentes couches du sédiment
(zone At 0 -10¢m; zone b:-10 4 -20 ¢cm: zone ¢ £ =204 -30 ¢cm).

Metal concentrations [pg.e! (d. w.] ar different levels in the sediment
fzome Az O o <10 em; zone b: <10 10 =20 em; zone ¢ =20 1o -30 cm).

Niveau  Cuivre Zinc Chrome  Nickel Fer
0,-10ecm 95 117 34 11 12400
- 10,-20 9.5 154 36 13 13700
=20, - 30 125 193 45 16 20200
Tableau 5
Etude granulométrique du sédiment.
Gramdometeic study of the sediment,
Pourcentage de fraction fine < 63 um
Niveau de prélevement  Essai | Essai 2 Essai 3
=10 ¢m 74.6 % 86,87 % 79.6 %
10-200 cm 77.16 % 89,99 % 84,24 %
20-30 ¢m 80,0 % 95.97 % 80,93 %

Les métaux sont dosés par spectrométrie d'absorption ato-
mique en flamme (Varian AA 1475 correction par lampe
D2) pour la plupart, ou en four (Varian AA6, four CRA 90
correction par lampe H2) pour le plomb et le cadmium:
I"aluminium. le nickel, le chrome. le vanadium et le titane
sont dosés par spectrométrie d’émission atomique (Plasma
I1. Perkin Elmer). Les teneurs en métaux des sédiments ont
¢galement ¢1¢ étudiées en fonction de la profondeur. Tous
les résultats des dosages sont exprimes en pg par gramme
de poids sec [ug.g”! (p.s.)].

Intoxication expérimentale

Les animaux sont maintenus dans de 'eau de mer conte-
nant 22 mg.I"! de cadmium apporté sous forme de CdCl,
(Dennal er al., 1986). L'intoxication est réalisée dans des
récipients de verre avec 300 ml de solution et cing vers/pot.

Toutes les expériences ont été refaites trois fois.
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Tableau 6

Répartition verticale des néréis en fonction de leur tulle (< 3em 2 3-5 em ;
>5cm).

Vertical disiribution of the nereis according to size (< 3 em; 3-5em; > 3

omi.
Total >3em  35cm <3dcm

Essai |

A 6 0 0 6
B 8 2 3 3
C 9 5 4 ]
Essai 11

A 8 0 0 8
B 16 10 fH 0
C 10 10 ] 0
Essai 111

A | 0 0 |
B 10 7 0 3
C 10 8 0 2

Corrélations entre métaux

Les corrélations entre les teneurs métalliques du sédiment
et de N, diversicolor sont calculées selon la technique clas-
sique décrite dans Méthode Statistique (Frontier. 1981) sui-
vant la formule:

Z(XY)- NXY

r= e —— ————
VIZ (X2 - N.X2)| [Z (Y2 -N.Y?)]

Cytochimie

La méthode utilisée est celle de Timm (1958) modifiée par
Hacker er al. (1988). Cette technique est basée sur la
conversion des cations métalliques disponibles par un trai-
tement au sulfure de sodium et le dépot ultérieur d'argent
métallique formé par la réduction d’acétate d"argent par de
I"hydrogquinone.

Radioautographie

La technique classique utilisée en vue d'une étude cytolo-
gique a €€ réalisée selon le protocole décrit par Dhainaut-
Courtois et Dhainaut (1976) apres injection dans le coelo-
me de Cd'™ (2 mCi/ml*!) et une durée d'incorporation de
trois heures.

RESULTATS

Concentration des douze métaux lourds dans les sédi-
ments et transfert dans les néréis
Sédiments

Les métaux précédemment cités sont présents dans les
sédiments a des concentrations variant fortement avec le
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Tableau 7

Facteurs de concentration (concentration duns les néréis/concentration dans les sédiments) pour les vers recueillis sur une profondeur de 30 cm,

Factors of concentration (concentration in neveis/concentration in sediments) for worms collected throughout a depth of 30 cm.
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métal envisagé: inféricures 4 1 pg.g™! de poids
sec (1 ppm ps) pour les plus toxiques tels que le
Cd et le Hg ou, au contraire, nettement supé-
rieures a 1 000, voire 5 000, pour les éléments
constitutifs des sédiments tels que I"Al et le Fe.

L'examen des données recueillies lors des cing
campagnes et rassemblées dans les tableaux 1 et
2 fait apparaitre des variations de concentration
entre les deux sites el entre les cing campagnes.
A titre d’exemple, le tableau 3 présente les diffé-
rences de concentration observées a Boulogne
pour quelques métaux (Cd, Ph, Zn, Ti et Al) en
avril et octobre 1988. On notera que la diminu-
tion d'avril a octobre est plus sensible pour les
quatre premiers métaux que pour I’Al qui. étant
un élément constitutif du sédiment. peut servir
de métal de référence.

Par ailleurs, dans une ¢tude réalisée dans
I'estuaire de I'Aa, une différence de concentra-
tion en fonction de la profondeur a pu étre
démontrée (tab. 4). En effet, les dosages de Cu,
Zn, Cr, Ni et Fe effectués a trois niveaux dans le
sédiment montrent dans tous les cas un accrois-
sement de la teneur métallique de la surface aux
couches inférieures. On notera que 1"étude gra-
nulométrique (tab. 5) donne réguli¢rement un
pourcentage de particules fines (< 0,063 mm)
plus élevé en profondeur qu’en surface.

Les néréis

Les douze métaux ont également été détectés
chez les animaux. Les principaux résultats rela-
tifs aux concentrations sont présentés dans les
tableaux 1 et 2.

Ces tableaux font apparaitre des variations de
concentration en fonction du site, de la période de
la récolte et de I'dge des animaux. D’une maniére
générale, ce sont les vers jeunes (classe d'ige | :
diamétre ovocytaire inférieur a 80 um et classe
d’age 2 : diametre ovocytaire compris entre 80 et
130 um) qui présentent les concentrations les
plus élevées. Il convient d'ajouter qu’une étude
de la répartition verticale des vers en fonction de
leur taille (< 3 cm, 3-5 cm, > 5 cm) a révélé que
les vers les plus jeunes se trouvent dans la partie
la plus superficielle du sédiment, c¢’est-a-dire
dans la zone ot la concentration en métaux lourds
est la moins élevée (tab. 6).

L'examen du tableau 7 relatif aux facteurs de
concentration (concentration dans les vers, toutes
classes d’ige confondues./concentration dans les
sédiments) révele de grandes variations en fonc-
tion du métal, de la campagne et du site envisagé,
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Ces facteurs sont toujours inférieurs ou. au maximum, voi-
sins de | pour I'Al le Cd. le Fe. le Hg. le Pb, le V. Ils peu-
vent étre égaux ou supérieurs a 1 pour le Cr. le Cu, le Mn,
le Ni, le Ti et le Zn. A titre d'exemple, on remarquera que
les facteurs de concentration sont plus élevés pour le Hg. le
Ti et le V dans I"estuaire de I’ Aa tandis que les échantillons
de Boulogne présentent un facteur de concentration plus
fort pour le Mn.

Une étude réalisée au laboratoire a par ailleurs mis en évi-
dence que des vers maintenus dans une cau de mer conte-
nant 22 mg de Cd.I"! ( concentration sublétale déterminée
par plusieurs méthodes expérimentales et ultrastructurales
par Dennai er al., 1986) peuvent accumuler d'énormes
quantités de ce micropolluant (égales ou supérieures a 300
ug/g™! de poids sec), les vers jeunes ayant une cinétique
d’accumulation supérieure.

Les pentes des courbes (intégrées sur 18 jours) sont les sui-
vantes :

Classe 1 (diametre ovocytaire < 80 um) : 18,5 pg.g!.j!
Classe 2 (diamétre ovocytaire 80-130 um) : 17,9 ug.g™'j!
Classe 3 (diametre ovocytaire > 130 um) : 16,1 pg.g”'j!

Corrélations intermétaux dans les sédiments et les néréis

Les matrices ont été effectuées pour chaque classe d’age
d’animaux ainsi que pour I'ensemble des classes réunies et
pour les sédiments des deux sites (Aa et Boulogne). La
valeur significative du coefficient de corrélation est donnée
a 5 %. Les résultats des calculs montrent que dans le sédi-
ment du petit port de Boulogne, on observe des corrélations
positives pour les couples Cd-Zn. Cd-Al. Ni-Mn. Zn-Al. V-
Ti et des corrélations négatives pour les couples Ni-Ti, Mn-
V et Mn-Ti. On ne retrouve aucune de ces corrélations dans
le sédiment de |'estuaire de 1'Aa ou les corrélations posi-
tives apparaissent pour les couples Cu-V, Cr-Ti. Zn-Mn,
Fe-V, Fe-Al et V-AL

Tableau 8

Coefficients de corrélation entre les teneurs métalliques du sédiment et
des néréis. R (valeur absolue) significatifl pour une valeur supéricure 4
0.576 dans 'estuaire de 1'Aa et supéricure & (0.514 dans le petit port de
Boulogne. n = 12 (Aa) ; n = |5 (Boulogne).

Cuoefficients of correlation between the concentrations of metals in the
sediment and the nereis. R iabsolute value) significant for a value
superior to 0576 in the mouth of the river Aa and superior to 0514 in
the little harbour of Bowlogne. n inumber of samples) = 12 {Aai; n = 15
{Bowlogne).

Aa Boulogne
Al 0,361 0.349
Cd -0.381 0.250
Cr -0.312 -0.370
Cu - (0,079 -0.219
Fe - 0,140 -0.728
Mn - 0,367 0529
Ni - (1,780 -0,121
Ph - 1,238 -0.233
Ti 0,117 -(.078
A% 0,566 -().586
/n 0,391() 0,449
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Figure |

Voies de pénétration et de stockage du métal. Technigue de Timm (1958)
modifice par Hacker er al. (1988). Détection du cadmium au niveau du
tégument (contamination 22 mg.1"'/21 j). Cut, cuticule: El, éléocyte: Ep.
epiderme, M, muscle; Spg, spermatogonie.

a : coupe semi-fine. L'accumulation est située dans la région apicale de
I"épiderme, sous la cuticule (fleche). X 350,

b et ¢ : microscopie électronique. L'accumulation est visible, comme sur
lu fig. a, sous la cuticule (fig. b) ou dans de gros granules (fleches ; fig.
e). fig. b X 58.000; fig. ¢ X 11.600.

¢ et d : radioautographic. Le Cd'™ a ¢i€ injecte dans le coclome. Durée
d'incorporation : trois heures. Un marquage est visible sur les éléocytes
(El : fig. ¢ et d) et sur le vaisseau sanguin (V ; fig. d) mais non sur les
spermatogonies (Spg : fig. ). X 880,

Routes of penetration and storage of the metal. a. b, and ¢: Timm's
technique (1958) modified by Hacker et al. (1988), Detection of cadmium
in tegument (contamination by 22 mg I"'121 days). Cut. cuticle: El,
eleacvies: Ep, epidermis: M, muscles; Spg, spermatogonia,

a: semi=thin section. The accunudation is located i the apical area of
the epidermis, under the cuticle (arrow). X 350.

b and e: electron microscopy. The accumulation is visible, as on the Fig.
a, under the cuticle (Fig. bj or in large granules (arrows; Fig. e). Fig. b
X 38.000: Fig. ¢ X 11600

¢ and d: radioautography. Cd"™ was injected in the coelom. Duration of
incorporation: three hours. A labelling is visible on eleocvtes (El- Fig. ¢
and d) and on the blood vessel (V; Fig. d) but nor on spermatogonia
{Spe: Fig. ci. X 880

Dans les animaux, beaucoup de métaux sont corrélés entre cux,
des différences existant toutefois selon la classe ddge éudiée.

Le tableau 8 présente les ceefficients de corrélation entre les
teneurs métalliques du sédiment et de Nereis diversicolor.

Recherche expérimentale et cytologique des voies de
pénétration, sites de stockage et, éventuellement, de
détoxication

Voies de pénétration

L'¢étude cytochimique réalisée selon la méthode de Timm
(1958) modifié¢e par Hacker er al. (1988) apres contamina-
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Figure 2

Voies de pénétration et de stockage du métal. Tube digestif de Nereis
diveresicolor. Coel, coelome; L, lumiére du tube digestif: M, muscles;
TD. épithélium digestif: V, vaisseau situé a la base de 1"intestin.

a-c : technigue de Timm (1958) modifiée par Hacker er al. (1988).
Détection du zinc. On notera que I'accumulation est située dans la
région subapicale des entérocytes (fig. a et b). Le dépot noir d'argent
n'apparail pas si I'injection de sulfure de sodium a été omise (fig. ¢).
Fig. a X 88: fig. bete X 175,

d: radioautographie aprés injection dans le coelome de Cd'"™, Durée
d'incorporation : trois heures. Le marquage le plus intense est situé &
I'apex des entérocytes (fleches). X 880,

Routes of penetration and storage of the metal. Gut of Nereis
diversicolor. Coel, coelom; L, lumen of the gut; M, muscles: TD,
digestive epithelium: V. vessel located at the basis of the gut.

a-c: Timm's technique (1958) modified by Hacker et al. (1988),
Detection of zine. It will be noted that the accumulation is localized in
the subapical arca of the enterocytes (Fig. a and b). The black deposit
of silver is not visible if the injection of sodium sulphide has heen
omitted (Fig, ¢). Figure a X 88; Figuresband ¢ X 175,

d: radioautography after injection in the coelom of Cd'"". Duration of
incorporation: three hours. The most intense labelling is located on the
apical area of the enterocytes (arrows). X 880.

tion des vers par le Cd, le Mn ou le Zn n'a, jusqu'a présent,
donné de résultats intéressants qu’avec le Cd et le Zn. Les
figures 1 (a-c¢) montrent une probable accumulation de Cd
dans le tiers apical des cellules épidermiques. D un autre
cOté, un dépot important, attribuable a la présence de Zn,
est visible sur les figures 2 (a-¢), dans la zone subapicale
des entérocytes.
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Sites de stockage

Les figures 1 (a-c) et 2 (a-c) obtenues pour le Cd et le Zn
permettent d'envisager que ces cations sont, au moins par-
tiellement, arrétés dans la région apicale des cellules épi-
dermiques et subapicales des entérocytes.

L'étude autoradiographique utilisant du Cd!'%? a apporté
des compléments d’information a ces travaux cytochi-
miques et ultrastructuraux. En effet, si jusqu'a présent les
expériences de contamination des vers par I’eau rendue
radioactive ont été décevantes, les injections de Cd'%? dans
la cavité coelomique ont permis un marquage trés net au
niveau : a) des éléocytes (cellules libres dans le coelome
ayant, en plus d’un réle dans la synthése de la vitellogéni-
ne, une fonction de macrophages : bibliographie in
Dhainaut et Porchet-Henneré, 1988 : fig. 1 ¢) ; b) des vais-
seaux sanguins (fig. 1 d) ; ¢) de la région subapicale des
entérocytes (fig. 2 d).

DISCUSSION

Comme nous |’avons rappelé ci-dessus, d'autres travaux
réalisés dans notre laboratoire ont eu pour objectifs princi-
paux d’étudier les réponses physiologiques, cytologiques
et moléculaires des Nereis diversicolor lors de contamina-
tions expérimentales par les métaux lourds. Dans cette pré-
sente étude, nous nous sommes attachés a rechercher les
mécanismes de transfert qui peuvent intervenir in situ, dans
des conditions que 'on peut qualifier de naturelles.

Les douze métaux étudiés (Al, Cd, Cr, Cu, Hg, Fe, Mn, Ni.
Pb. Ti. V et Zn) ont été trouvés dans les sédiments avec des
concentrations variant & la fois avec le site (estuaire de
I'Aa ou petit port de Boulogne), la période et la profondeur
du prélevement. Ces résultats sont en accord avec les don-
nées recueillies par Wartel (1985) sur les variations pos-
sibles avec les saisons. Ils rappellent aussi ceux qui ont été
obtenus pour la répartition du Zn par Reinhard er al.
(1976). Ces derniers auteurs ont en effet décelé une aug-
mentation de la teneur en Zn sur les trente premiers centi-
meétres du sédiment étudié.

Notre étude granulométrique ayant permis de détecter un
pourcentage de particules fines (< 0,063 mm) plus élevé en
profondeur qu’en surface, les résultats des dosages pour-
raient au moins partiellement étre expliqués par les don-
nées de Welte er al. (1983). Ces auteurs ont en effet trouvé
que les métaux sont préférentiellement fixés sur les parti-
cules les plus fines.

Nos dosages réalisés sur les animaux ont par ailleurs mon-
tré que les néréis renfermaient elles aussi les douze
métaux. Des différences significatives dans les facteurs de
concentration ont été trouvées en fonction du site, de la
période de la récolte, et des cations étudiés. Ces derniers
peuvent étre répartis en quatre catégories.

La premiére regroupe des métaux traces trés loxiques ainsi
que des métaux constitutifs du milieu, présents en abon-
dance dans les sédiments. Pour ces métaux (Fe, Al, V, Pb
et Hg), les facteurs de concentration sont toujours tres
inférieurs a 1,
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Dans une deuxieme catégorie, on trouve des métaux toxiques
qui présentent des variations de concentration tres impor-
tantes dans le milieu. probablement en raison de leur utilisa-
tion dans I'industrie. Les facteurs de concentration pour le
Cd. le Mn, le Ni et le Ti sont généralement inférieurs a I,
avec parfois des dépassements ponctuels de cette valeur.

Le Zn constitue a lui seul la troisieme catégorie. Elément
essentiel, indispensable au bon fonctionnement de nom-
breux systemes enzymatiques, sa teneur dans les animaux,
comparativement aux autres métaux, est d’une bonne stabi-
lité. Le facteur de concentration pour le zinc reste proche
de la valeur I.

La derniere catégoric rassemble deux métaux trés dissem-
blables. Le Cr, wrivalent ou hexavalent. élément du groupe
VIA a caractere lithophile et le Cu, élément le plus souvent
monovalent, appartenant au groupe 1B a caractere lithophi-
le et sidérophile (Goldsmith, 1954). Pour ces deux métaux,
on observe trés souvent des facteurs de concentration supé-
ricurs a 1.

Des différences de concentration ont aussi été détectées en
fonction de I'dge des néréis. Les résultats des dosages
effectués sur des échantillons issus du milieu naturel. ainsi
que ceux qui ont pu étre établis expérimentalement au
laboratoire, démontrent en effet une cinétique d’accumula-
tion supérieure chez les vers jeunes. Sans éliminer totale-
ment I'idée d'un mécanisme d’élimination développé chez
les vers agés, il parait vraisemblable que le facteur de
concentration plus important chez les jeunes releve en fait
d’un métabolisme plus élevé. Cette hypothese est aussi
€tayée par les résultats d autres auteurs. Ray er al. (1980)
ont en effet démontré que chez des Nereis virens exposées
a du sédiment contenant 4 ppm de Cd, la cinétique d accu-
mulation en ions métalliques est plus grande chez I'animal
jeune que chez I'animal agé. Snow et Marsden (1974) ont
également prouvé que N. virens pouvait accumuler dans
ses tissus de tres grandes quantités de Cd durant la premie-
re année de sa vie,

Cette grande capacité de concentration de certains métaux
lourds tels que le Cd plaide en faveur d’une tres grande
résistance des néréis et, en particulier. des Nereis diversico-
lor. Ces résultats sont conformes i ceux qui ont ¢té obtenus
par divers auteurs lors de la recherche de la CL 50 chez les
annélides polychétes (tab. 9). L'absence de bioaccumula-
tion de certains métaux tels que le Cd. par exemple. dans
des néréis issues du milieu naturel s’explique peut-étre par
une biodisponibilit¢ sans doute beaucoup plus faible dans
le sédiment. Elle implique aussi I'intervention d autres fac-
teurs tels que les corrélations intermétaux que nous avons
pu mettre en évidence et dont certaines avaient déja éé
mentionnées par Luomé et Bryan (1982) pour des Nereis
diversicolor récoltées dans des estuaires du sud et de
I"ouest de " Angleterre, Il convient de mentionner ici que
I'effet d'une augmentation de Zn dans |'eau d’élevage sur
une diminution de la concentration en Cd a pu ére établic
chez Nerels diversicolor (Bryan et Hummerstone, 1973) et
Nereis virens (Ray et al.. 1967 : Hill et Matrone. 1970 :
Magos et Webb. 1978) selon lesquelles le Zn et le Cd
seraient biologiquement antagonistes en raison de leurs
propriétes physico-chimiques similaires.
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Tableau 9
Toxicité aigué du cadmium chez les annélides. D aprés Philipps (1980),

Acute toxicnty of cadminm in some annelids. After Philipps (1980).

Especes etudiées CL 50 Durée Auteurs
(mg.l-) (heures)
Nereis diversicolor 100 192 Bryan (1976)
Nervets diversicolon 10 N6 Bryan (1976)
Nereis virens 25 24 Eisler (1971)
Nereis virens 11 96 Eisler (1971)
Neanthes waali 6.4 16 Ahsanullah
(1976)
Ophryotrocha labromica b 96 Brown e
Ahsanullah
(1971)
Ophryvoteocha labvonica 1 410 Brown et
Ahsanullah
(1971
Ophryotrocha diadema  2.5-5 96 Reish el
Carr (1978)
Crenodrilus serratus 255 6 Reish et

Carr (1978)

Dans la seconde partie de notre étude. nous nous sommes
intéressés aux voies de pénétration des ions métalliques. En
utilisant une méthode cytochimique, il a ét€¢ démontré qu’il
existe deux voies principales : le tégument et intestin, Ces
observations sont en accord avec celles de Cosson-
Mannevy ¢t al. (1986) qui ont montré que la présence de
Cu ou de Zn dans |'épiderme dorsal et les parapodes de
I"annélide polycheéte Alvinella pompejana peut étre reliée a
I"existence de lysosomes ou de concrétions granulaires,
Rice et Chien (1979). a I'aide de Cd'"%, ont observé que la
pénétration sc fait par ces deux tissus chez une autre anné-
lide polychete: Glveera dibranchiara. Ces derniers auteurs
ont de plus trouvé qu'aprés pénétration le produit radioactif
se lie a I'hémoglobine et & des protéines coclomiques.
Rappelons que. chez les Nereidae, 1"utilisation du Cd!"Y 4
entrainé un marquage sur le sang. Il est vraisemblable que
la métalloprotéine MP |, capable de complexer des quanti-
t¢s importantes de Cd (Nejmeddine er al. , 1988), corres-
pond a I'hémoglobine des Nereidae (Demuynck ef al., non
publié), et qu’elle est donc responsable du marquage obser-
VE sur les vaisseaux sanguins. D un autre ¢6té. on peut pen-
ser que 'une des protéines coelomiques liant le Cd chez
Glycera dibranchiata est analogue a la MP 1 des néréis
dont nous avons aussi démontré une homologie de séquen-
ce du fragment N-terminal avec ceux des hémérythrines et
myohémérythrines des sipunculiens. Ces derniers résultats.
en plus de leur intérét de biologie moléculaire et d écotoxi-
cologie. sont intéressants du point de vue phylogénique.

L utilisation du Cd'"” 4 aussi provoqué des marquages sur
les éléocytes qui, en plus d'un role important dans la syn-
these de la vitellogénine. ont une fonction de macrophages
(revue /i Dhainaut et Porchet-Henneré. 1988).

Un autre point. qui mérite d*étre souligné, est que le Cd
injecté dans le ccelome du ver a été retrouvé au bout de trois
heures d’exposition a I'apex des entérocytes. Le probleme
de son transport reste posé : a-t-il €1¢ véhiculé jusgpu’a ce
site de stockage grace a la métalloprotéine MP 11 libéree par
les granulocytes 1 lors de la contamination ? L'éude immu-
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nocytochimique utilisant des anticorps anti-MP II ne nous a
pas. jusqu’a présent, apporté d'élément de réponse. Ce qui.
par contre, semble bien établi, c’est que I'apex de l'intestin
joue un role important dans les processus de défense contre
les micropolluants. En effet, il a é1é démontré lors de 1'étude
cytochimique que le Zn, par exemple, demeure dans les
conditions expérimentales utilisées dans le tiers supérieur
des entérocytes lors d'une contamination par voie buccale.
L'étude avec le Cd'" injecté dans le coelome montre égale-
ment un stockage a ce niveau. Nous rappellerons aussi que
lors de contaminations expérimentales, par le Cd par
exemple. 'apex des entérocytes présente de nombreux
sphérocristaux et lysosomes (Dhainaut-Courtois ef al.,
1988). pour lesquels divers auteurs ont pu montrer, chez
d’autres animaux, la richesse en ions métalliques (Martoja
el Martoja, 1982). Il ne parait donc pas impossible de penser
que c’est & ce niveau que se situe la majeure partie du stoc-
kage. de la détoxication et, peut-étre, de I'élimination lors
du renouvellement cellulaire.

En conclusion, cette étude constitue une nouvelle étape dans
nos recherches écotoxicologiques entreprises sur ce bioindi-
cateur marin endobenthique qu'est Nereis diversicolor.
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