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RESUME

— La contamination expérimentale d'huitres par le chlorure de cadmium
(500 pg/l pendant 7 et 26 jours) ne cause aucune lésion histologique ou
cytologique, mais elle accélére la déplétion testiculaire et, dans
quelques cas, s'oppose au stockage du glycogéne. L'excellente résistance
des huitres est due 3 1'efficacité de deux types de mécanismes de déto-
xication. Le premier consiste en une immobilisation du cadmium, dans
les organes absorbants, dans un &tat chimique stable et inerte sur le
plan métabolique (phosphate ?). Le second, le plus important, fait in-
tervenir les amoebocytes d stockage naturel de zinc dans la synthése
d'une métallothionéine qui complexe le cadmium. Les huftres de sites
pollués de 1l'estuaire de la Gironde contiennent moins de cadmium que
celles soumises 3 la contamination expérimentale. Elles ne présentent
aucune lésion et leur activitéd reproductrice est normale.

La contamination expérimentale de moules par le chromate de plomb
montre que le bilocaptage, et par suite la bioaccumulation, de particules
du polluant par les organes digestifs est tré&s faible. Les moules '
réagissent contre le chromate en 1'incorporant aux sécrétions muqueuses
du conduit digestif. En revanche, la dissociation d'une partie du

composé libére du chrome et du plomb assimilables, qui provoquent une

contamination générale des tissus, une lyse des cellules germinales

femelles et une hypertrophie du rein. Le chromate de plomB n'a donc
d'effets préjudiciables aux mollusques que par le chrome et le plomb
qu'il libére, grice & une dissociation dont les modalités restent 3

déterminer.
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INTRODUCTTION

Les apports fluviatiles enrichissent les estuaires en de nombreux oligo-
&léments. Les entrées se font essentiellement sous forme particulaire,
alors que les sorties vers la mer concernent surtout des formes dissoutes,
de sorte que les eaux estuariennes contiennent 3 la fois des formes dissou-
‘tes assimilables et des formes particulaires du méme &lément. L'estuaire
de la Gironde n'échappe pas d cette régle, ni aux conséquences du rejet
dans les fleuves qui 1'alimentent, de produits d'origine anthropique.

C'est ainsi que le déversement de déchets d'anciennes exploitations minié-
res de zinc crée une pollution par le zinc et des nombreux métaux qui lui
sont associés, comme le plomb, le cuivre et surtout le cadmium. Il est

donc nécessairevd'évaluer les risques que présentent ces apports sur la
faune sédentaire de 1l'estuaire, en particulier sur les huitres des installa-
tions d'ostréiculture.‘ .

I1 est bien connu que les huitres résistent aux pollutions par le cuilvre
et le zinc assimilables, grice aux mécanismes de détoxication domt elles
disposent (GEORGE et al., 1978), mais leur comportement 3 1'égard du cad-
mium est encore mal connu. Ce métal est pourtant considéré comme le plus
potentiellement toxique pour 1'Homme. Il cause de tr&s graves l&sions aux
organismes aquatiques, Algues et Poissons par exemple (voir WEBB, 1979).
Cependant, de nombreux Crustacés et Mollusques d'estuaires supportent une
pollution paf le cadmium sans eﬁ paraitre affectés, bien que le métal soit
assimilé, puis fortement concentré dans les tissus (NICKLESS et al., 1972 ;
PEDEN et al., 1973), et que sa demi-vie biologique soit longue (FOWLER et
BENAYOUN, 1974). Chez la Moule, le cadmium s'accumule dans les cellules
épithéliales et les amoebocytes des branchies (MARSHALL et TALBOT, 1976).

A 1'échelle moléculaire, des coordinats non identifiés”contenus dans les
lysosomes du rein sont capables de le complexer imn vitro (GEORGE, 1983),
et des protéines apparentées aux métallothion@ines ont &té isoles d par-
tir d'animaux contaminés expérimentalement (MARSHALL et TALBOT, 1979 ;

. GEORGE et al., 1979). Chez l'huitre, en revanche, l'existence de telles




protéines est controversée, et les sites histologiques d'une &ventuelle
accumulation de cadmium exogéne restent a découvrir (RIDLINGTION et
FOWLER, 1979 ; GEORGE et al., 1983). ’

Ainsi, nous ignorons, 3 l'heure actuelle, si les Hufitres pOssédent des
moyens de détoxication suffiéamment efficaces pour les préserver de conta-
minations naturelles. Nous manquons Egalement de données de cytopathologie
"démontrant les effets du polluant, alors que les effets sur le métabolisme
du glycogéne d'un milieu fortement pollué par le cadmium est maintenu
reconnu dans une esp&ce de Mollusque (Patelle) dont 1l'intérét économique
est moindre que celui de 1l'Hultre (SHORE et al., 1975).

I1 s'avérait donc nécessaire de‘mettre en &vidence, par une Etude de
toxicologie expérimentale, les principaux effets caus&s par le cadmium
sur 1'huitre, puis d'examiner comparétivement des animaux récoltés en
des sites de l'estuaire différant les uns des autres par leur degré de

pollution.

En ce qui concerne les effets des polluants particulaires, des &tudes
précédentes (MARTOJA et al.; MARTIN et al., inéd.) ont démontré la forte ca-
pacité des Suspensivoreé a bidcapter les particules ou les colloides non
biodégradables d'effluents industriels. C'est ainsi que les moules, au con-
tact de phosphogypses ou de l'effluent de fabrication de 1l'oxyde de titane,
accumulent des quantités importantes de fluor, d'hydroxyde de fer, d'oxyde
de titane et d'aluminium sans que ces &léments interfarent dans le méta-
bolisme du mollusque. Cependant, ce phénoméne de biocaptage ne concerne
certainement pas tous les composés particulaires qui péné&trent dans le
 tube digestif ; il est en effet démontré que les particules d'oxyde d'ura-
nium, bien que d'une taille compatible avec leur biocaptage, induisent
dans la lumidre du tube digestif des réactions de défense qui les empé-
chent de pénétrer dans la lumidre des diverticules digestifs ot elles
devraient étre absorbées (SECCHI, 1984). Il devenait donc nécessaire
d'éprouver les capacitéds de captage et de céncentration, de divers composés
qui forment des suspensions en milieu aqueux et qui sont réputés non bio-
dégradables. Nous‘avons choisi comme polluant le chromate de plomb PbCrOh,
dont la taille des particules est compatible avec un biocaptage cellulaire
et qui, dans 1'éventualité d'une dissociation de la molécule par la moule

“elle-méme ou par des microorganismes du milieu, produirait deux &léments




toxiques, le plomb et le chrome hexavalent.
Dans un souci de cohérence, nous avons préféré a 1'Huitre la Moule

(Mytilus edulis), espéce sur laquelie toutes les études précédentes sur

le biocaptage de particules ont &t& réalisées.



TECHNIQUES

Les mollusques soumis 3 une contamination, ceux récoltés imn situ,
ainsi que les témoins ont &té 1'objet d'examens histologiques et cytolo-—
giques, et ont &té analysés par les techniques de la microscopie analy-

tique.

I. Les &chantillons destinés 3 I'étude structurale ont &té fixé&s par
le liquide de Carnoy (alcool absolu, chloroforme, acide ac&tique, 6/3/1).
Aprés inclusion & la paraffihe; ils ont &t& coupés & 7 um d'Epaisseur.

Pour 1'examen histologique et histopathologique, les coupes ont &té
colorées par 1'hémalun—picroindigocarmin. Les mucus ont &té colorés par
le bleu alcian ; le glyéogéne par la réaction 3 1'acide periodique-Schiff ;
les phosphates par le méthode de Von Kossa ; les groupes SH par le Red
Sulhydryl Reagent, le 2,2'-dihydfoxy—G,6'-disu1fure de dinaphtyle (D.D.D.)
et le ferricyanure ferrique.

La microanalyse a été effectuée d la microsonde Cameca MS 46 en dis-
persion de longueur d'onde, sur des coupes normales ou soumises 3 divers
tests d'extraction (voir Résultats), et au microanalyseur par émiésion
ionique secondaire. Pour l'analyse 3 la microsonde &lectronique, les

comptages ont &té faits en 1 seconde.

-

II. Les échantillons destinés d l'étude ultrastructurale ont &té fixés
par le glutaraldéhyde a 37 tamponné, soit par le cacodylate de sodium
0,2 M, soit par la pipérazine 0,2 M (PIPES). L'osmolarité du fixateur a
été ajustée & 1050 m0s par addition de saccharose 0,35 M. Certaines pi&ces
ont subi une post-fixatiOn par le t&troxyde d'osmium & 2% dans le méme
tampon, en vue de 1'examen au microscope €lectronique. Aprés déshydratationm,
1'inclusion a &té effectuée dans 1'epon ara1dite,1

La microanalyse de coupes ultrafines de matériel non osmié, déposées
sur grilles de titane carboné, a &té& effectuée sur un Cameca MBX, type

Camebax équipé en TEM, en systéme WDS, sous une tension de 45 KV, un




courant d'&chantillon de 150 nA et un diamatre de sonde de 500 nm environ.
Les cfistaux,suiVants ont &té utilisés :
- LIF : Fe (K) ; Ni (Ko ; Cu (Kco:'; Zn (Ko) ; Br (KoO s Pb (L)
- PET : S (K 5 Ca (KoY 3 Cr (K 3 Mn (Kx) ; Ag CLO()} cd (Lo
- TAP : Al (K ; P (K.

Les comptages ont &té faits en 100 secondes.




CONTAMINATION EXPERIMENTALE
DHUITRES PAR LE CHLORURE
| DE CADMIUM

1. MATERIEL BIOLOGIQUE - CONDITIONS DE. CONTAMINATION

Les contaminations d'Hultres (Crassostrea gigas) ont €té réalisées
par J.L. MARTIN. Une expérience préliminaire, aveckdes;dOSeskVariées de
CdCl, pour une durée d'exposition de 7 jours (fig. 1), nous a conduits
3 choisir la dose de 500 ug/l de Cd et deux durées d'exposition (7 jours
et 26 jours). Pour les doses iﬁférieures, en,éffet, la concentration du
cadmium dans les tissus est insuffisante pour ume caractérisation 3 la
microsonde sur coupes & la paraffine, alors que la dose la plus forte
(1,25 mg/l) produit des lésions histologiques importantes. L'expérience

a été effectuée du 18 avril au 14 mai 1984,

IT. RESULTATS

Aucune mortalit& n'a &té constat@e pendant la durée de 1'expérience.
‘Certains animaux ont &t& &tudiés aprés 7 jours de contamination, les
- autres aprds 26 jours. Selon J.L. MARTIN, les huitres contaminées accumu-

lent fortement le cadmium (275 = 74 Pg/g/poids sec aprés 26 jours).
"A. SITES ﬁ'ACCUMULATION DU CADMIUM

1. Epithélium intestinal

L’examen'ﬁltrastructural ne révéle aucune lésion des cellules intesti-.
nales des animaux contaminés, L'aspect des microvillosités et des cils de
‘la bordure apicale, ainsi que celui des divers organites contenus dans
1e hyaloplasme (noyau, mitochondries, reticulum endopiasmique, dictyosomeé)

-est identique & celui des témoins (Pl. I). A l'apex des cellules, les




FIG. 1. Teneur en Cd (en pg/g/polds sec) d'Huftres contaminées pendant
7 jours par des doses de Cd de 2°3 '10.000 pg/l (courbe) et concentra-

tion en Cd d' Huitres contamlnées pendant 26 Jours 3 la dose de 500 pg/l
(d'aprés J.L. MARTIN). o

S : seuil de detectlon du Cd par mlcrosonde sur coupes d la paraffine.

A droite : teneur en Cd des hultes de 1'estuaire de la Gironde (d'aprds
J.L. MARTIN) et par comparaison: des Patelles du Canal de Bristol
(d'apreés SHORE et al.).
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lysosomes, dont le nombre n'est pas supérieur 3 celui des témoins, con-
tiennent des composés opaques aux &lectroms. La microanalyse X y décéle.

du cadmium qui s'ajoute & de nombreux autres éléments (S, P, Ca, Cu, Zn, -

PP

Al, Fe) concentrés de facon réguliére par les lysosomes des cellules

intestinales des témoins (Tableau I).

2. Cellules des diverticules digestifs:

La contamination ne provoque aucune altération cytologique au niveau
des deux types cellulaires, cellules digestives et cellules basophiles,
des diverticules de la glande digestive. L'aspect des microvillosités
apicales et des organites hyaloplasmiques (noyau, mitochondries, reticu-
lum endoplasmique granuléire, dictyosomes) est semblable & celui des
témoins (P1l. I et II). ‘

Chez les témoins, les cellules basophiles ne renferment pas de struc-
tures riches en éléments minéraux. Les cellules digestives en revanche
contiennent de nombreuses vacuoles lysosomales, de morphologie variée et
d'un diamétre de‘0,6 al,7 P, qui sont impliquées dans les processus de
digestion intracellulaire et sont riches en particules opaques aux &lec-
trons dispersées au sein d'un stroma homogéne (Pl. I). L'analyse révéle
la présence -d'éléments variés (Al, P, S, Ca, Fe, Cu, Zn, Br, voir
tableau I), au niveau des particules et du stroma des diverses Vacuqles
lysosomales des témoins.

Chez les animaux contaminés, le cadmium est rarement décelé dans ces
vacuoles 3 contenu h&térogéne, mais se rencontre de préférence dans de
petites vésicules lysosomales d'une taille voisine de celle des sectioms
de mitochondries (0,5 pm, P1. II et I11), fréquemﬁent situés a lfapex
des cellules. Le cadmium est toujours associé aux 8 €léments habituels
des témoins. On ne note pas de différence notable dans le nombre de: lyso-
somes contenant du cadmium entre les deux lots d'animaux ayant subi 7
jours ou 26 jours de contamination (Pl. III). En raison de la dispersion
des lysosomes et de leur faible taille, le cadmium est rarement décelable

par microanalyse X de coupes de la paraffine.



Lysosdmes et

Huitres témoins.

" Huftres intbkiqﬁéeé ’
(7 Jours, 500 ppb)

‘Huitres intoxiquées
(26 Jours, 500 ppb)

. l.concrétionms- - Intesﬁin ’ ‘..Intestln ! Intestln
aﬁlntr80€11UIalres’:7>’ng;de »B?agphig Re?n’ ,glzﬁde Bragéhig Reig“;b>“ ngﬁde Branchie‘ Rein
| digestive digestive \»digestive
cal s, ‘mes. | wis. | "mes.-200 | mes. | mese | n.s.=450 | n.s.-175 | n.s.-225
s 75-500 280 . 100-300. | 100-350 10-400 .| 125-350.-| 80~600 | n.s.-900 | 25-500
P | 500-1800 1500 | 600-1600 |  150-2000 | 700-7000 | 200-600 | 100-1800 | 150-50000 | 600-15000
ca | 200-500 1700 n.s.-100 | 30-150 | n.s.=3600 | 100-200 100-300 | 100-900000 | 2500
Cu n.s.-40 300 n.s.-150 | n.s.-200 50-300 n.s.-300 50~350 150-7000 | 150-600
Zn 50-100 4 | n.s.-90 | n.s.-80 | n.s.-1000 | n.s.-200 | n.s.-150 | n.s.-2000 | 80-160
Al 120-200 130 n.s.-90 | n.s.-100 | mn.s.-400 | mn.s.-125 | 60-150 | 50-1000 n.s.-80
Fe ' 1000-2000 | 1500 | 5002500 | 80-2000 | n.s.-8000 | 75-1300 | 50-3000 | 30-8000- | 300-6000

TABLEAU I;‘Cbmposition élémentaire des particules conténues dans les lysosomes des cellules_intestinales et des cellules diges-
tives, ainsi que dans les concrétions des cellules branchiales et rénales.

chaque &lément (n.s. : valeurs non significatives).

Pour chaque &lément,
mesurés de part et d'autre du pic (IBF)

les‘comptages ont &té effectués en 100 s.

Valeurs extrémes des signaux caractéristiques
Analyse de coupes ultrafines par sonde &lectronique.

sur la raie caractéristique (Ip) et sur les bruits de fond
Les valeurs des intensites calculées (Ig) sont obtenues en défalquant les deux mesures

Wd'lnten31te'au pic (IC = 1p - IBF) “L'erreur statistique sur la mesure du signal caractéristique I¢ est estimée comme

=T+ T
BF:
Les valeurs chiffrées des comptages présentés dans les tableaux, obtenues pour une structure déterminée et pour un €lément, ont

été retenues dans un intervalle de confiance Ic £t 2 ¢ , et sont donc hautement significatives.

Nb. La présence de cadmium dans les lysosomes ou les concrétions ne provoque pas de modification significative dans les valeurs

"des signaux S et P. En particulier, les tré&s forts signaux phosphore enregistrés dans les branchies et les reins des animaux
contaminés sont imputables 3 la minéralisation calcique des lysosomes des concrétions contenant le cadmium ; de ce fait, une

éventuelle liaison du cadmium au phosphore est 1mposs1ble 3 déceler par la simple comparaison des valeurs des signaux phosPhore

des tem01ns et des hultres contaminées.

& en nombre de coups/100 sec.

pour

01
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3. Epithélium branchial

Aprés contamination, l'aspect ultrastructural des cellules &pithé&lia-
les n'est pas altéré, de méme que celui des cellules 3 mucus. Les micro-
villosités et les cils de la bordure apicale, les organites contenus
dans le hyaloplasme (noyau, mitochondries, reticulum endoplasmique lisse
- et granulaire, dictyosomes) ont un aspect identiqué a celui des témoins
(P1. III). A 1'apex cellulaire, les vésicules lysosomales sont rares
chez les témoins, et renferment les mémes €léments que les lysosomes des
cellules digestives (voir tableau I). Aprés uﬁe contamination de 26
jours, on observe la présence de petits lysosomes apicaux de 0,3 pm de
diamétre, dans lesquels le éadmium est décelable (Pl. III, tableau I) ;
ces lysosomes sont parfois trés richement minéralisés et contiennent
d'importantes quantit&s de phosphore et de calcium. Le cadmium n'a pas

été décelé par microanalyse X de coupes d la paraffine.

4. Amoebocytes

Contrairement aux cellules intestinales, digestives ou branchiales,
le cadmium est toujours identifiable par analyse de coupes & la paraffi-
ne, dans les amoebocytes des huitres contaminées, et de ce fait, 1'étude
de ces cellules n'a pas 8té abordée au niveau ultrastructural.

Le cadmium a &té décelé dans les amoebocytes des branchies, des,pal—
pes labiaux, de la paroi du tube digestif et du tissu conjonctif vésicu-
leux. Les signaux X de Cd sont d'intensité trds variable (fig. 2). Ils
coexistent avec des signaux P, Zn et S importants, parfois avec de fai-
- bles signaux Cu. La présence constante de P et Zn indique que Cd est ,

concentré dans des amoebocytes 2 phosphate de zinc (PIRIE et al., 1984).
Le stockage du phosphate est int&ressant pour le repérage topographique
"de ces amoebocytes, puisque Zn est substituable par Ag et qu'ainsi ces

cellules réagissent positivement 3 la méthode de Von Kossa (Pl. 1IV).

Forme chimique de stockage de Cd. - Alors que la contamination par Cd
n'entraine aucun changement d'intensité pour les signaux X de P et Zm,
1'élévation d'intensité des signaux S est trés forte et corrélée i celle

des signaux Cd (fig. 2). Le,coordinat_de‘Cdfest donc soufré. Bien que
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1'analyse de coupes de 7 ym convienne mal & un calcul précis du rapport
sipnaux §
signaux Cd’
lui d'un &chantillon de référence de CdS (1,88 *+ 0,11) et assez proche

‘ iILapparait que celui-ci (5,92 + 0,73) est supérieur 2 ce-

du rapport théorique (5,64) caractéristique d'une liaison entre 1 Cd et
3 S. L'éventualité d'un sulfure, sel fréquent chez les Mollusques, est
~donc exclue, ce que confirme d'ailleurs la sensibilité au pH de la liai-
"son entre Cd et son coordinat. Ainsi, 3 pH 6 (tampon acétate), 1l'émissi-
vité X de Cd est conservée, alors qu'elle est plus faible & pH 3,5 (tam-
pon acétate) et nulle a pH 2 (tampon citrate). Dans les trois cas,
1'émission S est inchangée'; un traitement acide par HC1 a pH 1 la dimi-
nue par extractioan'une fraction du coordinat. L'acide éthyléne diamine
tetraacétique (EDTA) 1072 M et AgNO4 libérent également Cd de son coordi-
nat. Apr@s un traitement acide (HC1 3 pH 1) qui &limine 3 la fois Cd et
le phosphate de Zn, le coordinat soufré résiduel conserve son aptitude
d complexer de nouveau Cd ou Ag, lorsque les coupes déminéralisées sont
traitées par CdCl2 ou’AgNO3 (fig. 2), Eﬁfin, la digestion du coordinat
par les enzymes prot&olytiques, pronase et trypsine, n'est possible
qu'aprés €limination de Cd par 1'EDTA.

Ces résultats qui se rapprochent de ceux obtenus n vitro sur une
" métallothiondine de Mammifdre (KAGI et VALLEE, 1960, 1961), nous condui-
sent 3 1'hypothé&se d'une liaison entre le cadmium et une protéiﬁe.de ce
type, dont la haute teneur en soufre serait imputable 3 des résidus
fcystéine;mLé‘choix,des méthddes de caractérisatiqn,des,gf@ﬁpgéﬁsﬁeeSt
’malheureusement restreint. En effet, le coordinat est’extrait par le
traitement prolongé 3 60°C dans la méthode au D.D.D., et la méthode au
R.S.R. est trop peu sensible. Seules les méthodes de réduction du ferri-
cyanure ferrique, qui ont une bonne sensibilité, qui agissent 3 froid,
en un temps court et 3 un pH assez bas (2,4 3 3) pourkdissocier'uﬁ;nombreu
important de liaison Cd—SH, donnent des résultats fortement poéitifs sur
les amoebocytes des seules huitres céntamiﬁées (P1l. 1IV). L'implication
des groupes SH dans la réaction est confirmée par leur blocage &lectif
par lé N-éthylmaléimide, qui n'est efficace, comme ?our'la MT de Mammi-
fére, qﬁ'aprés:éliminatién de Cd par 1'EDTA. Le cadmium concentr@ dans
‘les amoebocytes est donc 1ié 2 une protéinme qui, coﬁme les métallothioné-

ines, doit ses capacités de complexation & ses résidus cystéine.
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FI1G. 2. Intensités (en coups/sec.) des signaux X de P, Zn, S, Cd et Ag
d'amoebocytes (cristaux : KAP pour P et S ; LiF pour Zn ; PET pour Cd
et Ag).

A : Hultre témoin

B, C et D : Hultre contaminée (coupes voisines du méme animal pour toutes
les mesures).

B : coupe n'ayant subi aucun traitement. Remarquer la forte intensité
des signaux S (110 3 800 coups/sec.)

C : coupe traitée par HCl & pH | pendant 10 mn, puis par CdCl,

D : coupe traitée par HCl 3 pH 1 pendant 10 mn, puis par AgNO4
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S. Rein

Les cellules de 1l'épithé&lium rénal des animaux contaminés ont un
aspect ultrastructural proche de celui des témoins et aucune altération
pathologique n'est 3 signaler au niveau des systémes membranaires api-.
caux et des ofganites hyaloplasmique (Pl. V). A l'apex des cellules réma-
. les des témoins, les lysosomes sont nombreux et de morphologie variée ;
ils contiennent les mémes éléments que ceux des lysosomes de la glande
digestive et des branchies et sont parfois tr&s richement minéralisés,
prenant alors l'aspect de concrétions. C'est parfois dans ces concré-
tions, mais plus fréquemment dans des lysosomes peu opaques; que le cad-
mium est décelé, apré&s 26 jours de contamination (Pl. V et tableau I).

Comme pour les branchies, le cadmium n'est pés identifiable par micro-

analyse de coupes 3 la paraffine.

6. Autres organes

Les cellules du manteau renferment de tré&s nombreux lysosomes, riches
en éléments (S, P, Ca, Cu, Zn, Al, Fe), mais qui ne contiennent jamais

de cadmium.

B. EFFETS DU CADMIUM SUR LE METABOLISME INTERMEDIAIRE ET SUR L'ACTI-
VITE REPRODUCTRICE | |

Il est bien connu que, chez les Vertébrés, le cadmium active le sys-
téme enzymatique de‘lafglycogénolysé‘et, de ce fait, s'oppose 3 un
,stOCkage du glycbgéné (voif:WEBB; 1979SQ Cet effet est sans doute respon-
sable de 1'impossibilité& de stocker le glycogéne qu'ont les Insectes |
intoxiqués par Cd (MARTOJA et aZ.,'l983), ou de 1'élévation de la teneur
en glucose du sang que subissent les Patelles vivant en milieu'pollué
par Cd (SHORE et al., 1975).kL'effet du polluant sur le métabolisme des
sucres pourrait donc étfe'aéséZ‘général, et doit @tre pris en considéra=
tion dans une &tude portant sur l'Huitre, espéce stockanﬁ de trés impox-
tantes quantités de glycogéne, ’

L'stude du métabolisme glucidique ne peut étré‘séparée'de celle du -

“cycle génital femelle. Dans les esp&ces animales dont les ovocytes accu-
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mulent du vitellus et du glycogéne, comme c'est le cas de 1'Huitre, les
ovocytes doivent synthétiser leur glycogéne et importer, 3 partir d'au-
tres organes, les précurseurs glucidiques des plaquettes vitellines. De
ce fait, lorsque la synthése de ces précurseurs est bloquée, les ovocytes
ne peuvent se développer (Insectes, MARTOJA et al., 1983). A cet effet
indirect du cadmium sur 1'activité génitale femelle, s'oppose l'action

- directe du métal sur les cellules germinales mdles. Cependant, cette
action directe qui provoque la nécrose testiculaire des Mammiféres (voir
WEBB, 1979) n'est pas générale puisqu'elle n'affecte pas les testicules
d'Insectes (MARTOJA et al., 1983). Dans le cas des Mollusques, en parti-
culier de 1'Hultre, aucune étude ne fait état d'effets indirects du cad-

mium sur l'ovaire et d'effets directs du métal sur le testicule.

1. Accumulation du glycogéne

L'accumulation a été estimée par la charge en glycogéne des cellules
vésiculeuses du tissu conjonctif qui, comme les cellules hépatiques des
Vertébrés, assurent le stockage du polymé&re et sa remise en circulation
sous forme de glucose (BARGETON, 1941). La méthode ﬁtilisée'est cytochi-
mique : aprds réaction 2 1l'acide periodique - Schiff, le glycogéne se
colore d'autant plus'intensément que sa concentration est €levée ; une
évaluation comparative des charges en glycogéne est donckpossible, et
~les cellules VésiculéUSes ont pu ainsi &tre classées en 4 cgtégbries
‘selon leur charge (0, +, ++, +++). ‘ V

Les résultats (tableau 1I, lignes 1 et 2, voir page suivante) montrent
que les 9 huitres témoins possédent des cellules & charge iﬁportante en
glycogéne (++ et +++).-Sur les 18 mollusques contaminés, en révaﬁche, 4
ont des cellules & charge faible (+), 3 n'ont pas de glycogéne cytochi-

miquement décelable.

2. Etat des;gohades

Les lésions des gonades ont &té recherchées par 1'examen de coupes
colorées par l'hémalun - picroindigocarmin et de coupes traitées par
1'acide periodique — Schiff. L'état sexuel desfindiQidus a été déterminé
par référence & 1'échelle des stades de dévelobpement des gonades &tablie
‘par LE DANTEC (1968) (tableau III;;lignes I et 2 ). '



Témoins

cdcl, 500 ng/l 26 jours
Talmont

Meschers

Valligres

Bonne Anse

Glycogéné
F°ﬂbre 0 + ++ +4++
d " animaux
9 -2 7
18 3. 5 6
15 1 6 2
15 2 5 3
12 3 9
13 1 4 6 2

-
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TABLEAU II. Estimation de la teneur en glycogéne (de 0 & +++) des cellules
vésiculeuses des Hultres témoins, contaminées expérimentalement et récol-
tées en quatre sites de 1'estuaire de la Gironde (mai 1984).

Etat sexuel

Nembre - Fa SL
d'animaux 5 ; =
N - 1 3 4 | petits ovocytes gros
' ovocytes moyens ovocytes
Téﬁoins ' ; 9 3 ; 6
: CdCl2 500 pg/1~26j.' 18 311 .‘5 2
Talmont 10 4 3 1
Meschers: 14 6 1 1 1 2
| Valliéres 11 7 1 i i
Bonne Anse 12 4 1 2 4

TABLEAU III. Etat sexuel des Hultres témoins, contamindes expérimenta=~" -

lement et ré&col
1984).
Males. - Stades.

1 : début de la gamétogenése
2 : follicules bien développés ; gamétes immatures
3

tées en quatre sites de 1l'estuaire de la Gironde (mai

: états moyen et maximum de réplétion de la gonade ;

gamétes murs abondants

4 : début de déplétion de la gonade
5 : déplétion presque compléte
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a) ovaire. Les six femelles témoins sont toutes au stade des ovocytes
de taille moyenne ; la charge en glycogéne et en vitellus est normale

pour ce stade, c'est 3 dire trés faible. Deux des 7 femelles contamindes
sont semblables aux témoins, d la fois poﬁr leur maturation génitale et
la charge de leurs cellules vésiculeuses en glycogéne. Les cing autres

femelles contaminées montrent un retard de croissance ovocytaire ; trois
d'entre elles ont une charge des cellules vésiculeuses en glycogéne plus

'faible,vune est dépourvue de glycogéne cytochimiquement décelable.

LE DANTEC (gamétes tr&s abondants et mirs), avec des cellules ves1cu1eu-
ses riches en glycogéne. Les testicules des 1l animaux contaminés ne mon-
‘trent aucun aspect de nécrose. En revanche, les stades d'évolution de la
gonade sont trds variés. Trois huitres ont un testicule au méme stade que
celui des témoins, une autre a un retard de la gam&togenése. Dans les 7
autres, la déplétion testiculaire est partielle (stade 4) ou compléte
(stade 5), et dans ce derniér cas, les cellules vésiculeuses sont pauvres

ou dépourvues de glycogéne.

En résumé, la contamination provoque, dans un nombre appréciable
d'animaux, une baisse, voire une suppression des réserves de glycogéne.
Des femelles subissent un retard de maturation ovocytaire, sans qu'il
soit possible de dire, en raison du stade de maturation des huitres mises
en'expériehce, si'la vitellogen@se aurait &té normale. Les testicules ne
sont pas, @ l'inverse de ceux des Mammiféres, atteints de nécrose. Mais
1'état déplétif de la plupart d'entre eux nous conduisent & envisager une
émission des gamdtes plus précoce que chez les'témoins. Les expériences
n'ont toutefois pas &té réalisées sur un nombre suffisant d'échantillons

pour que ces résultats puissent étre considérés comme définitifs.

ITTI. CONCLUSION'

Bien que la dose de Cd utlllsee solt supérieure 3 celle habltuellement
employée pour la contamlnatlon des Bivalves (500 pg/l au lieu de lOO{pg/l),

iaucun~effet létal n'est apparent. Les organes chargés de- l~absorptlon et
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par lesquels péné&tre le polluant (Epith&liums des branchies, de 1'intes-
tin et des diverticules digestifs) ne présentent pas de lésion cytologique.
Ce fait est d'autant plus remarquable que des organites comme les mito-
chondries sont généralement tré&s sensibles au cadmium et subissent une
évolution qui conduit 3 leur dégénérescence (voir WEBB, 1979).

C'est 3 deux types de processus de détoxication qu'il convient d'attri-
buer 1'excellente résistance des huitres. Dans les &pithéliums absorbants,
le cadmium est immobilisé dans un &tat chimique stable (phosphate ?) et
inerte sur le plan métabolique. Dans les amoebocytes, qui représentent
fyles'cellules les plus actives dans la détoxication, le métal est complexé&
par une métallothionéine. ‘

Les amoebocytes 3 zinc représentent le site de synthé&se et de stockage
de la protéine de complexation du cadmium découverteprécédemment par bio-
~chimie (RIDLINGTON et FOWLER;'1979). Elle en poss&de la richesse en cys-
téine et, comme 1l'ont constaté RIDLINGTON et FOWLER, sa concentration
doit augmenter avec la durée d'exposition, si 1'on en juge par sa facilité
de détection au terme de 26 jours d'exposition. La présence d'agrégats
d'amoebocytes sous les épithé&liums absorbants, leur infiltration dans

1'épithé1ium du tube digestif, et par contraste, 1'absence de Cd dans les

-

cellules 3 pores chargées de 1'épuration du sang, suggérent que le métal
est absorbé directement par les amoebocytes. L'absorption induisant alors
la synthése de la protéine, puis son stockage, il n'est pas surprenant

que la demi-vie biologique de Cd soit longue. Le cadmium et le zinc naturel
ou excédentaire sont stockés dans des états chimiques différents, de sorte
qu'on retrouve, au niveau cytologique, une donnée biochimique bien &tablie
-dans un autre groupe de Mollusques, selon laquelle 1es cbordinats des

deux métaux ne sont pas identiques (IRELAND, 1981).

En raison de 1'immobilisation, par les cellules des organes absorbants
et par les amoebocytes, d'une fraction importante du cadmium ajouté au
milieu, le cadmium "actif", capable d'influer sur le métabolisme, ne doit
représenter qu'une faible partie de la quantité@ du métal absorbé ; la
faible part1c1pat10n du rein 3 l'excrétion du polluant en constitue
d'ailleurs une preuve. Ce cadmium non soumis 2 détoxication est responsa-
ble d'effets sur 1'appareil génital et sur le cycle du glycogéne, mais sa
teneur est insuffisante pour causer ces effets sur 1! ensemble des mollus—

ques soumls 3 la contamination.
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Avec toute la prudence dont il convient de faire preuve dans la trans-
position aux milieux naturels des données de toxicologie expérimentale,
on peut prévoir que les huitres récoltées dans l'estuaire de la Gironde
s'avérent capables d'atténuer, voire d'annuler, les effets sur leur pro-

pre organisme de la pollution par le cadmium.
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ANIMAUX RECOLTES EN MILIEU
POLLUE PAR LE CADMIUM
(ESTUAIRE DE LA GIRONDE)

Les résultats obtenus expérimentalement montrent que les critéres
d'évaluation de 1'état des individus récoltés in situ ne peuvent étre
nombreux et qu'ils sont difficilement applicables en raison du faible
degré de contamination de ces individus. En effet, les dosages globaux
effectués par J.L. MARTIN sur les huitres de quatre stations, récoltées

en mai 1984 (fig. 3), font apparaitre les degréé de contamination sui-

vants :
Station Concentration des
: tissus mous en Cd (pg/g/poids sec)
Talmont 56,2 + 4,8
Pointe de Meschers 57;6 + 9,7
Pointe de Valli&res 44,6 + 15,1
Bonne Anse . 13,5 + 5,7
Témoins (Brest) 1,76 + 0,38

'Si 1'on considére que les huitres contaminées expérimentalement, dont
la conéeﬁtration;en Cd (275 + 7,4 ppm) gtait 5 fois sup@rieure i celles
- des échantilloﬁs~de Talmbnt, ne présentaient aucune lésion histologique
ou cytologique, il pafait exclu qu'un examen en microscopie photonique
ou Electronique puisse révéler des l&sions imputables & la pollution par
Cd. De méme, la recherche ultrastructurale”de‘sites‘dfa¢cgmulationrde Cd
parait g priori vouée & 1'é¢hec, méme pour les huftres les plus contami-
" nées (site de Talmont). Le stockage de la métallothioné€ine & cadmium
dans les amoebocytes 3 zinc s'avére d'une mise en évidence facile sur
les coupes & la paraffine des huitres contamihées expérimentalement. Mais
les données de 1l'expérience préliminaire montrent que le cadmium n'est
- révélable par sonde &lectronique qu'ad partir d'une concentration en Cd

des huitres légérement inférieure @ 160 ppm, conditions qui ne sont -
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>
Pointe
de
Vallieres

Pointe de G RAVE

Meschers . X
>
Talmont

FIG. 3. Sites de prélévement des huitres dans 1'estuaire de la Gironde
(fléches).
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jamais réalisées en Gironde ; de plus, & cette concentration, les grou-
pes sulfhydrilés des amoebocytes ne sont pas suffisamment importants
pour réduire le réactif qui permet de les caractériser (ferricyanure
ferrique).

Enfin, les effets sur le métabolisme du glycogéne ne seront certaine-
ment pas perbeptibles puisqu'une exposition de 26 jours d 500 pg/l est
" insuffisante pour provoquer une diminution sensible du glucide dans la
totalité d'un lot d'huitres dont la concentration en Cd s'élevait pour-
tant & 275 ug/g. D'ailleurs, dans une autre espéce de mollusque, la
Patelle, une perturbation du métabolisme des glucides n'est décelable,
en milieu naturel pollué, que chez des animaux dont la concentration en
Cd atteint 250 pg/g (SHORE et al., 1975).

En dépit de ces conditions a priori trés défavorables, il nous a paru
opportun d'examiner les &chantillons récoltés in situ, dans 1'hypothése
oli une synergie avec d'autres polluants ou bien la durée d'exposition
trés longue; amplifieraient les effets reconnus expérimentalement. Nous
avons donc réalisé 1'étude ultrastructurale des organes des huitres les
plus riches en Cd (station de Talmont) et pour les mollusques de toutes
les stations, nous avons effectué 1l'analyse des amoebocytes, un examen
d'histologie générale, une mise en évidence du glycogéne et la détermi-

‘nation de 1'&tat sexuel.

I. RESULTATS

A. RECHERCHE DES ORGANES ET CELLULES D'ACCUMULATION DU CADMIUM

1. UltrastrﬁCturé de 1l'intestin, des diverticules digestifs, des

branchies et du rein

L'aspect ultrastructural des cellules intestinales, digestives, bran-
chiales et rénales des huftres de Talmont ne présente aucune altération
particulidre ; il est identique & celui des témoins &tudids lors des

contaminations expérimentales (Pl. VI),
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Toutes ces cellules contiennent des lysosomes ou des doncrétions riches
en é&léments variés (S, P, Ca, Cu, Z, Al, Fe, tableau IV). Les teneurs en
ces divers Eléments différent peu de celles des témoins (tableau I), 3
1'exception des teneurs en fer qui sont nettéﬁent inférieures. L'impor-
tante teneur en fer des hultres témoins est vraisemblablement en relation
avec la qualité de la nourriture fournie dans les bacs expérimentaux.

Le cadmium n'est décelé& dans aucun lysosome ni organite cytoplasmique.

Hultres récoltées a TALMONT
Lysosomes .
et concrétions | Intestin et Rein
. intracellulaires | glande digestive
Cd n.s. n.s.
40 - 125 | 80
P 150 - 350 1500
Ca , ' ‘ n.s. - 220
Cu - ‘ 50 - 325 1 300
Zn  n.s. - 75 150 - 600
Al - .50 - 300 150 - 400
Fe 50 - 650 , 100

TABLEAU IV. Composition €lémentaire des particules contenues dans les
lysosomes des cellules intestinales, des cellules digestives, ainsi que
dans les concrétions des cellules rénales. Mémes conditions d'analyse que
pour le tableau I.

2. Amoebocytes

-~

Quelle que soit 1'origine des hultres, les amoebocytes 3 phosphate de
zinc n'émettent'pas,~en microanalyse de coupes 3 la paraffine, de.signaux
X de soufre supérieurs 3 ceux des amoebocytes d'huftres témoins, et le
cadmium est indécelable. S'ils contiennent une mé&tallothionéine de com-
plexation du cadmium, elle n'est donc'pas en quahtité suffisante pour que
ses deux &éléments caractdristiques (S et Cd) soient identifiables dahs‘
nos conditions techniques. Cette absence de concentratioﬁ de soufre

n'exclut pas l'existence, dans certaines huitres en particulier celles de
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Talmont, d'un composé fortement réducteur (réduisant le ferricyanure
ferrique) et que nous n'avons jamais observé dans les huitres témoins,
ayant s&journé de 1 3 4 semaines en aquarium. Ce composé ne doit donc
pas étre confondu avec la métallothionéine ; il s'agit vraisemblablement
d'acide urique, stocké dans les amoebocytes lors des périodes d'exonda-—

tion des animaux, mais cette interprétation demande 3 &tre confirmée.

- B. ASPECT HISTOLOGIQUE DES ANIMAUX

LeSQhuitres ne sont atteintes d'aucune l&sion histologique. En ce qui
concerne le stockage du glycogéne, dont on sait qu'il présente un cycle
saisonnier (RUSSEL, 1923), les 55 animaux &tudiés 3 la méme période de
1'année présenten; tous les degrés entre un stockage nul et une accumu-—
lation tré@s importante du glucide, sans qu'il y ait de relation nette
entre le site de prélévement et le degré du stockage (tableau II, lignes
3 3 6). I1 n'est donc pas possible d'incriminer le cadmium dans les cas
‘ol.le glycogéne est peu abondant ou indécelable.

 Les gonades de tous les individus sont d'apparence normale. Les seules
différences avec les témoins examinés & l'occasion de 1'étude expérimen-
tale, sont imputables. aux cbnditions géographiques et saisonniéres ;
vchez 1es femelles en particulier, la maturité sexuelle est plus avancée,
‘ce qui permet d'ailleurs de comstater que la vitellogenése eétfnormalee:,
(tableau III, lignes 3 3 6). Dans l'eﬁséﬁblé; l}état séxﬁél des hufﬁrés
est identique 3 celui reconnu par LE DANTEC pour 1'hultre Crassostrea

angulata de la rive gauche de la Gironde.

II. CONCLUSION

L'étude ultrastructurale des hulitres du milieu le plus pollué (Tal-
mont) ne révéle aucune anomalie cytologique. Dans les conditions techni-
gques oll ont &té effectuées les analyses ultrastructurales, avec une
excellente sensibilité, nous pouvons affirmer qu'aucune accumulation de

cadmium n'est réalisée par les cellules digestives, la branchie ou le
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rein. La question de la localisation du cadmium révélé par dosage

(J.L. MARTIN) est donc posée. La comparaison des teneurs en Zn et en Cd

des huitres des diverses stations laisse pehser que, comme chez les ani-
maux contaminés exp&rimentalement, les amoebbcytes représentent le site

majeur de rétention du polluant, mais que la métallothion&ine et le cad-

mium associé ne peuvent étre révélés dans nos conditions techniques

"(faible sensibilité de la sonde &lectronique sur coupes 3 la paraffine).
En effet, parmi les organes analysés par J.L. MARTIN (fig. 4), la bran-
chie, le manteau et la glande digestivé représentent ceux ol les agrégats
d'amoebocytes & zinc sont les plus importants, et peuvent &tre considérés
comme essentiellement responsables des concentrations importantes en Zn.
C'est certainement A la pollution de la Gironde par du zinc assimilable
qu'est ‘due 1'&lévation de Iakteneur en Zn de ces organes dans les sites
. de Bonne Anse et surtout de Meschers ; on doit alors conclure, d'aprés
les donné€es de GEORGE et’aZ.,’(l978), que ce zinc’excédentaire est immo-
bilisé dans les amoebocytes. Or cette augmentation dé la concentfation
en Zn est corrélative d'une augﬁentation de la teneur en Cd (fig. 4).
‘Sachant, d'aprés nos données,eXPérimentales, que les deux métaux sont
stockés dans les mémes amoebocytes, nous pouvons émettre l'hypothése
d'une’complexation du cadmium par les amoebocytes des huitres de sites
pollués.
Le point important de cet examen des huitres récoltées in situ est

1'absence d'effets de la pollution sur les grandes fonctions de 1'orga-

nisme que sont la nutrition et la reproduction.
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Concentrations en Zn et Cd de divers organes et d'huitres totales (d'aprés les
données de J.L. MARTIN).

Les valeurs figurant entre deux dosages du méme organe ou du méme animal indi-
quent le rapport concentration Zn .

concentration Cd

On constate que la concentration de Cd augmente parallélement & celle de Zn,

mais que le rapport Zn tend & dominer en fonction du degré de pollutiom.
Ccd
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CONTAMINATION EXPERIMENTALE
DE MOULES PAR LE CHROMATE
| DE PLOMB |

I. MATERIEL BIOLOGIQUE. COMPORTEMENT DU POLLUANT DANS L'EAU DE MER.
CONDITIONS TECHNIQUES PARTICULIERES.

La contamination des Moules (Mytilus edulis) a été réalisée par
J.L. MARTIN, en bacs d'eau de mer saturée de chromate de plomb. Les du-

rées d'exposition ont été de 7 jours et 26 jours.

Comportement du polluant_en milieu marin : Le chromate de plomb forme
des particules de taille inférieure 2 2,3 jm, donc compatibles avec un
biocaptage par les cellules digestives de la Moule. Sa solubilité est,
selon les donndes chimiques, insignifiante (50 & 60 ng/l) ; le produit ne
‘péut,libérer qu'au maximum 8 pg/l de Cr et 30 pg/l de Pb en eau distillée,
et ées valeurs sont certainement plus faibles en eau de mer.

| La dissociation de 1'échantillon commercial utilisé (Prolabo, réf.
26.516.361) a été déterminée par spgctrophotOmétrie‘d'abSOrption atomi-
que, aprés ! heure,‘24 heures et 8 jours de contact avec 1'eau de,mér{
Pour un seuil de sensibilité de la méthode de 5 Pg/l; aucune libération
de Cr n'avétékconstatée. En revanche,rl'eau s'enrichit immédiatement en
Pb, dont la coﬁcentration sfé;abiit a 1 mg/1 pour une suspension de 50
g/ijde chromate de plomb. En conclusion, la diésociation du produit n'est
pas décelable aprés sa mise en suspension dans 1'eau de mer ; mais un
composé soluble de plomb(sulfate ?) présent a 1'état d'impureté&, lib2re
du plomb dont 1'assimilation doit &tre envisagée dans les eXﬁériences de

contamination.

Conditions techniques particuli&res :

A 1'analyseur par &mission ionique secondaire, le plomb a &€té identi-
fié sur les spectres en basse résolution en masse, par ses trois isotopes
‘majeurs (206, 207 et 208). Pour le chrome, lersignal 52+fdeS]spectrés en
basse résolution'én’masse, a du 8tre traité en haute résolution pour -

Eliminer les interférents MgC,H, et surtout CaC.
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IT. RESULTATS

A, TRANSIT ET ABSORPTION DE LA FORME PARTICULAIRE DU POLLUANT

l. Réaction de la paroi du tube digestif

Les particules de chromate sont ingérées par la Moule ; elles consti-
tuent dans la lumidre digestive, des amas trés importants cdnservant la
"~ couleur naturelle jaune du composé et dans lesquels la microsonde &lec-
tronique met en &vidence les signaﬁk X de Cr et Pb, avec des rapports
d'intensité d'émission Cr/Pb caractéristiques du chromate. Tous ces amas
s°n£ enrobés de nappeé muqueuses qui les isolent de la paroi du tube

digestif.

2. Absorption par les cellules digestives

,A‘lrobservation au microscope photonique, aucun amas de particules de
;’chromate n'est visible dans la lumidre des divefticules digestifs, et 3
rla microsonde é€lectronique les cellules digestives n'émettent aucun si-
gnal Cr ou Pb. o | k

L'aspect ultrastructural des Cgllules des diverticulés ne présente
' aucune lésion. Les différenciations membranaires apicales, ainsi queyles
organites hyaloplasmiques sont semblables 3 ceux des témoins. Le polluént
est déceld par microanalyse X dans les particules contenues dans la lu-
mi&re des tubules digestifs des animaux contaminés. Le chrome et le
plomb sont détectés éimultanément,aux mémes points. Les cellules digesti¥ '
ves contiennent de nombreuses vacuoles 1ysosoma1es intervenant dans les
processus de digestion intraceliulaire, et dont le contenu offre un
aspect hétérogéne (Pl. VII). Certaines vacuoles contiennent des particu—
les volumineuses "en tortillon' et sont trés riches en fer provenant
probablement de la nourriture fournie dans les bacs expérimentaux.
D'autres vacuoles renferment des microgranules dispersés au sein d'un
stroma ou reportés 3 sa périphérie ; elles correspondent au stade termi-
nal d'évolution des lysosomes. C'est au niveau de ces microgranules que

1'on décéle la présence simultanée de plomb et de chrome avec un rapport



des intensités des signaux Cr/Pb identique & celui des particules de
chromate situfes dans la lumiére digestive. ’

I1 existe donc un biocaptage de particules de chromate par les cellu-
les digestives ; mais il est peu important et n'est, de ce fait, décela-

ble qu'd 1'échelle ultrastructurale.

B. ABSORPTION DE CHROME ET DE PLOMB ASSIMILABLES

L'identification de Cr et de Pb dans des organes ou tissus qui n'ont
pas le pouvoir d'absorber des particules de chromate, ainsi que 1'absen-
ce fréquente de concordance entre les localisations des deux &léments,
démontrent que du chrome et du plomb transitent dans 1'organisme sous

une forme chimique différente du chromate de Pb.

l. Contamination générale des tissus

Le chrome et le plomb ont été recherchés dans tous les tissus par
émiésidﬁ ibniqueksécondaire.

Les masses musculaires et 1'@pith&lium du manteau (Pl. VIII) émettent
des signaux Cr+ suffisamment intenses pour fournir des images de répar—
titioﬁ~de;1'élément ; le chrome apparait alors uniformément réparti dans
"les tissus. En revanche, les signaube+ sont,trés faibleétet aucune
image‘de;répartition du métal ne peut étre obtenue. Dans 1'épithélium
des branchies, Cr et Pb fournissent des signaux intenses et les deux
éléments ont. une répartition uniforme (Pl. IX) ; dans les cellules diges-
tives, une telle répartition uniforme coexiste avec des points d'émission
trés intense quil correspondent aux particules de chromate captéeé par
ces cellules (Pl. IX).V » . ‘ k

Les gonades,male et femelle subissent différemment_les effets‘du ;
polluant. Le testicule est surtout contaminé par Cr, alors que les si-
gnaux Pb sont extrémement faibles (PL. VII) ; 1'aspect histblogique des
follicules testiculaires est normal et la gamétogendse ne parait pas
perturbge. Cet aspectkCOntraste avec celui de 1'ovaire oli les ovocytes

sont, dans leur ensemble, tr@s chargés en Cr et en Pb dont les localisa-
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tions cytologiques sont uniformes ; certains ovocytes sont iysés (Pl. X.
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2. Excrétion par le rein et par les amoebocytes

L'épithélium du rein est hypertrophié&. En plus d'une localisation
diffuse de Cr et Pb analogue d celle des autres tissus, les deux &l&-
ments sont tr&s fortement concentrés dans les granules d'excrétion de
phosphates situés dans 1l'épith&lium et dans la lumiére de 1l'organe.
L'étude des points d'émission'par 1'ensemble des techniques de microana-
lyse sur coupes & la paraffine (8mission X, émission ionique secondaire)
montre ﬁne absence de concordance entre les points d'émission de Cr et
de Pb (Pl. VIII).

I1 en est de méme des amoebocytes situés sous 1'épith&lium du rein,
- qui concentrent Cr et Pb sans concordance de localisation.

Les deux Eléments sont donc concentrés et excrétés indépendamment 1'un
~de 1'autre, et dans des &tats chimiques différents (phosphate pour le
plomb ?). ‘

TII. CONCLUSION

Le captage de particulés de chromate de'plombbpar les cellules de di-
gestion intracellulaire est trés,faible chez la Moule. Le mollusque réa-
git 3 1'8gard du chromate de la méme fagon qu'en présence d'oxyde d'ura-
nium, par enrobage des particules dans une,abondénte sécrétion muqueuse.
I1 s'avére donc capable d'effectuer un choix parmi les matiZres en sus-
pension, acceptant les oxydes oﬁ hydrcxydes de fer, de titane ou d'alumi-
nium, les fluorures, mais excluant 1l'oxyde d'uranium et le,éhrcmate de
plomb. Dans ce dernier ¢as; les concentrations en Pb et Cr qui seraient
déterminées par dosage des tissus ﬁéus,‘aprés élimination obligatoire du
bol alimentaire, ne seraient que pour uﬁe trés faible part imputables
aux particules de chromate‘captées par les cellules. ‘

La contaminatidn générale des tissus par Pb et surtout par Cr,
l'excrétion indépendante des deux El&ments par le rein, d&montrent qﬁe

des formes assimilables des deux éléments transitent dans l'organisme.

Le plomb assimilable peut &videmment avoir pour origine 1'impureté du
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produit, mais cette interprétation ne peut s'appliquer au chrome puis-
qu'aucune libé&ration de chrome n'a pu €tre mise en Evidence dans 1'eau
de mer. Il nous faut donc admettre que le chromate de plomb subit une
dissociation, produisant, soué forme disponible, du chrome ainsi que du
plomb qui s'ajoute 3 celui de 1l'impureté ; cette dissociation me pouvant.
résultet de la simple mise en suspension, 1'@ventualité d'une interven-
"tion de la moule, des algues servant de nourriture ou de bactéries du
milieu d'élevage, doit donc &tre considérée. »

Le transit, dans l'organisme de la moule, de deux formes toxiques du
- chrome et du plomb, n'entralne pas de mortalité& dans les délais de
1'expérience, mais produit des lésions histologiques. Comme dans le cas
d'hyperexcrétion de fer (MARTOJA et al., inéd.), 1'&pithélium du rein
VS'hypertrophie. Les ovocytes, en raison de leur intense métabolisme qui
les conduit 3 puiser activement les constituants organiques et min&raux
du sang, représentent les cellules non excrétrices les plus chargées en
Cr et Pb, si 1'on en juge par les images d'émission ionique. Corrélati-
vement, les cellules sont lésées et l'on peut penser que pour une exposi-
 tioh de plus longue durée, l'ovaire pourrait subir une nécrose totale.
Dans ces deux cas, rein et ovaire, il est impossible de faire la part
dévolue 2 chacun des Eléments dans la responsabilité de ces effets cyto-—

‘pathologiques.
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PLANCHES



PLANCHE I

Fig. 1 et 2. Intestin.
Fig. Les cellules intestinales renferment des lysosomes (flé&ches)
; x 9200 .
Fig. 2. Les lysosomes ont un contenu riche en &léments variés
(s, P, Ca, Cu, Zn, Al, Fe). x 54000 .
Fig. 3 et 4. Glande digestive.
Fig. 3. Cellule digestive. x 9200 .
Fig. 4. Les lysosomes des cellules digestives contiennent de nombreux
éléments (S, P, Ca, Cu, Zn, Al, Fe, Br). x 26000 -
C : cils
Ly lysosomes
M : mitochondries

Mv
N

¢ noyau

: microvillosit&s de la membrane apicale






PLANCHE 1I

HUITRE CONTAMINEE PAR CdCl2 (26 JOUR§). GLANDE DIGESTIVE.

Fig. 1. L'aspect ultrastructural des cellules digestives et cellules

basophiles ne pré&sente aucune lésion. x 7200.

Fig. 2. Le cadmium est décelé dans des vésicules lysosomales dont le

contenu est plus ou moins opaque (fléches). x 26000.

CD : celluleS'digestives
CB : cellules basophiles
Ly : lysosomes

: mitochondries

=z

! noyau

RE : reticulum endoplasmique
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PLANCHE III

HUITRE CONTAMINEE PAR CdCl2 (Fig. 1, 3 et 4) ET HUITRE TEMOIN (Fig. 2).
GLANDE DIGESTIVE ET BRANCHIE.

- Fig. 1 et 2. Cellules des diverticules de la glande digestive. Le cadmium

est décelé dans les lysosomes (fléches).

Fig. 1. Contamination 7 jours. x 16400,

Fig. 2. Contamination 26 jours. x 26000.

Fig. 3 et 4. Cellules branchiales.

Fig. 3. Huitre témoin. x 54000. -
Fig. 4. Hultre contaminée 26 jours. Le cadmium est décelé dans les

lysosomes (fléche). x 40000,

Ly : lysosomes

M : mitochondries
Mv : microvillosités
! noyau

: ribosomes

ggPUZ

: reticulum endoplasmique






PLANCHE IV

HUITRE TEMOIN (fig. 1 et 2) ET HUITRE CONTAMINEE PAR CdCl2 (fig. 3 et 4).

Fig. 1. Localisation des amoebocytes d'un palpe labial par la réaction
de Von Kossa.
Fig. 2. Chez ce témoin, les amoebocytes ne réduisent pas le ferricyanure

ferrique.
Fig. 3. Localisation des amoebocytes de la paroi de l'estomac
rig. o y p

par la réaction de Von Kossa.

Fig. 4. Chez cette huitre contaminée, les amoebocytes réduisent le

ferricyanure ferrique, grdce 3@ leur métallothionéine.






PLANCHE V

HUITRE TEMOIN (FIG. 1 et 2) ET HUITRE CONTAMINEE PAR CdCl2 (FIG. 3 ET 4).
REIN.

Fig. 1. Epith&lium rénal. x 6600.

Fig. 2. Les cellules rénales renferment des lysosomes (Ly) et des concré-
tions (fléches). x 26000.

Fig. 3. Epithé&lium ré&nal. x 6600.

Fig. 4. Apex des cellules rénales. Le cadmium est décelé dans des 1ysosomes'

a contenu peu opaque. x 20000.

C : cils

Ly : lysosomes

M : mitochondries
Mv : microvillosités

N : noyau






PLANCHE VI

HUITRE DE TALMONT.

Fig. 1 et 2. Epithélium intestinal.
. Fig. 1. x 78000.
Fig. 2. x 26000,

Fig. 3. Cellule des diverticules digestifs. x 26000.
Fig. 4. Cellule branchiale. x 26000.

Dans ces différents types cellulaires, les lysosomes Ly contiennent
de nombreux &léments (S, P, Ca, Cu, Zn, Al, Fe), mais sont dépourvus

de cadmium.

C : cils
Ly : lysosomes
M : mitochondries

Mv : microvillosités

noyau

ribosomes






PLANCHE VII

MOULES CONTAMINEES PAR LE CHROMATE DE PLOMB.

A gauche :

Fig. 1 et 2. Cellule des diverticules digestifs. Le chrome et le plomb
sont décelés dans les corps résiduels des lysosomes (Ly).
Fig. 1. x 26000.
Fig. 2. x 40000.

Ly : lysosomes (corps résiduels)
M : mitochondries

V : vacuoles lysosomales.

A droite :
Aspect histologique d'un follicule testiculaire et images de distribution

de Ca et Cr.






PLANCHE VIII

MOULE CONTAMINEE PAR LE CHROMATE DE PLOMB

A gauche : Images de localisation de Ca et Cr dams 1'épithélium du

manteau.

A droite : Images de localisation de Ca, Cr et Pb dans 1'épithélium
du rein, et pour le chrome, dans des amoebocytes (fléche du bas)
et dans des concrétions rejetées dans la lumiére de 1l'organe
(fléche du haut).






PLANCHE IX

MOULE CONTAMINEE PAR LE CHROMATE DE PLOMB.

A gauche : Images de répartition de Ca, Cr et Pb dans 1'épithélium

branchial.

A droite : Images de répartition de Ca, Cr et Pb dans 1'&pithélium

des diverticules digestifs.






PLANCHE X

MOULE CONTAMINEE PAR LE CHROMATE DE PLOMB
Fig. 1. Cyste ovarien contenant des ovocytes sains sur lesquels ont &té
réalisées les images de distribution de Ca, Cr et Pb (rangée de photos

de droite).

Fig. 2. Cyste ovarien contenant des ovocytes lysés.











