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P : Podocyte

Pc : Prolongement cytoplasmique

Pe : Pédicelle

Rd : Rein distal

R : Rectum

REG : Réticulum endoplasmique rugueux
REL : Réticulum endoplasmique lisse
Rp : Rein proximal

Va: Vacuole

Ve : Vésicule d'endocytose

VI : Vésicule lipidique

WGA : Wheat germ agglutinin



AVANT-PROPOS

Le travail exposé dans ce document s'inscrit dans le cadre d'un programme de
recherche sur la moule zébrée Dreissena polymorpha réalisé au Centre de
Recherches Ecologiques de I'Université de Metz. Cet ensemble d'études s'est attache
a: V

- étudier certains aspects de l'anatomie (Giamberini, 1987), de la biologie
(Tourari, 1988) et de la physiologie (Ebersveiller, 1988, Mouabad, 1991) de cet
organisme sentinelle & partir d'observations réalisées in situ et in vitro

- définir la Dreisséne comme indicateur biologique de pollution chimique telle
que la contamination par les métaux (Léglize et Crochard, 1987, Maarouf, 1988;
Benyahia, 1991; Mersh, 1993), les radionucléides (Spor, 1989) et les organochlores
(Jeanjean, 1989)

- localiser et identifier les sites d'accumulation des métaux (zinc, plomb) et
définir une premiére approche des voies de pénétration, de transport et de
détoxication des contaminants meétalliques (Giamberini, 1987, Maarouf, 1988,
Benyahia, 1991)

Dans ce contexte, il était alors indispensable d'approfondir nos connaissances
des cellules circulantes et du systéme excréteur, ces deux compartiments intemes
jouant un role fondamental dans le transport, la détoxication et I'excrétion.

Pour cela, j'ai di successivement me former aux techniques de microscopie
optique, de microscopie électronique a transmission et de microscopie électronique a
balayage, d'histochimie et de microanalyse de rayons X, ainsi qu'aux techniques
propres a I'écotoxicologie en laboratoire.
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INTRODUCTION GENERALE

Les mollusques sont, depuis plusieurs décennies, largement utilisés comme
bioindicateurs de la contamination des écosystémes aquatiques que ce soit en milieu
marin ou continental. Parmi ceux-ci, les bivalves filtreurs constituent d'excellents
bioaccumulateurs car ils sont capables d'accumuler et de concentrer de nombreux
xénobiotiques présents dans leur environnement et en particulier les métaux.

Ainsi concentrés dans les organismes, les micropolluants métalliques présentent
l'avantage d'étre plus facilement détectés que dans l'eau ou ils demeurent & I'état de
trace. Il représentent également la fraction de métal réellement disponible pour les
étres vivants, méme si, comme le souligne Simkiss (1982), une seule espéce est
incapable d'assimiler toutes les formes d'un métal présent dans le milieu. Enfin, la
charge métallique des individus, accumulée sur une longue période de temps, refléte
plus fidelement I'historique de la contamination d'un écosystéme (Simkiss, 1982;
Mauri, 1985).

Selon Phillips (1977), les organismes accumulateurs qui peuvent étre utilisés
avec profit comme bioindicateurs de poliution par les métaux lourds doivent étre peu
ou pas capables de réguler les concentrations intemes de ces éléments, afin de les
fixer dans les tissus. Une corrélation simple doit relier les concentrations métalliques
de l'organisme a celles de l'eau. lis doivent étre abondants, représentatifs du site de
prélévement et facilement repérables dans les zones de contrdle. Enfin, ils doivent
pouvoir présenter une résistance a des concentrations élevées et étre utilisables pour
des expériences au laboratoire.

Les premiéres études de biomonitoring ont été réalisées en milieu marin dans le
cadre du "mussel watch" avec Mytilus edulis qui reste une des espéces les plus
étudiées (Goldberg et al., 1978; Bayne, 1989, Cossa, 1989).

Dans les systéemes dulgaquicoles, plusieurs espéces de bivalves sont utilisées
avec succés dans le méme type de programme comme Corbicula sp (Doherty, 1990)
et D. polymorpha, maintenant largement en Europe (Karbe et al, 1975; Leglize et
Crochard, 1987; Kraag et al., 1991; Mersh et al., 1992).

La plus grande partie de la littérature intemationale concemant les
concentrations métalliques dans les organismes aquatiques se résume & des listes de
données qui n'apportent pas ou peu d'explication sur ia signification biologique.
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L'ensemble des résultats acquis a ce jour montre également une grande
variation des teneurs en métaux influencées par différents facteurs, soit biotiques liés
a la croissance (age, taille, poids) ou a la reproduction (sexe et gamétogénése), soit
abiotiques tels que la température, la salinité, la production primaire ou encore les
interactions métalliques, rendant en définitive l'interprétation de I'accumulation des
micropolluants par les invertébreés et les bioindicateurs en particulier trés difficile.

La recherche d'explications biologiques aux teneurs métalliques analysées dans
les organismes et la naissance de techniques plus performantes ont conduit au
développement d'études sur les processus impliqués dans le métabolisme des
métaux. Les mécanismes de prise, de contrble intracellulaire et de détoxication des
métaux ont été revus et fait I'objet d'ouvrages de synthése chez les mollusques
(George, 1980; Simkiss et Mason, 1983; George et Viarengo, 1985; Rainbow et a/,
1990).

Dans la classe des bivalves, a de rares exceptions prés, seules les espéces
marines dont la contamination métallique constituerait un danger potentiel pour la
santé de Ihomme, ont fait I'objet de telles recherches. Pourtant, Dreissena
polymorpha souléve un intérét croissant tant dans les études de biomonitoring que
dans les recherches de moyens de lutte contre cet organisme a grande capacité
d'invasion, et ce non seulement en Europe mais également en Amérique du Nord.

Dans le présent travail nous nous sommes orientés, compte tenu des
connaissances actuelles de ce mollusque, plus particulierement vers I'étude des voies
de transport, de détoxication et de stockage de deux métaux, I'un essentiel: le zinc et
l'autre non essentiel: le plomb. Ces deux métaux sont actuellement souvent présents
en concentrations élevées dans certains cours d'eau lorrains tel que la Moselle et
dans certains de ses affluents du secteur aval.

La premiére partie de ce mémoire est consacrée a I'analyse bibliographique des
compartiments impliqués dans le transport, le stockage, I'excrétion des métaux chez
les bivalves mais aussi les gastéropodes. La classification et la caractérisation des
hémocytes ont fait I'objet d'une étude bibliographique détaillée plus particuliérement
pour les mollusques bivalves.

Les méthodologies adoptées pour I'expérimentation ainsi que les techniqués
utilisées sont présentées dans la deuxiéme partie.

Dans la troisieme partie, nous traiterons de la caractérisation morphologique et
ultrastructurale des cellules circulantes et des organes excréteurs de D. polymorpha
ainsi que de la cytochimie enzymatique de ces structures.
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La quatriéme partie est consacrée & la localisation tissulaire et cellulaire des
métaux a l'aide de techniques histologiques et microanalytiques dans les organes
considérés.

Nous aborderons dans une cinquiéme partie, une étude préliminaire des effets
des métaux sur les hémocytes et sur les principales enzymes lysosomales afin
d'identifier d'éventuelles réponses pouvant étre utilisées comme indice de stress.

Nous récapitulerons, en fin de ce mémoire sous forme d'un exposé synthétique
Fensemble de nos résultats en établissant un schéma possible du devenir dynamique
des métaux chez la Dreisséne.
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_PREMIERE PARTIE : ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE |



| : LES HEMOCYTES CHEZ LES MOLLUSQUES

L'étude des hémocytes, ou cellules de 'hémolymphe, de Dreissena polymorpha
entreprise dans ce travail nous a paru intéressante pour plusieurs raisons:

- L'acquisition de données morphologiques ultra structurales et cytologiques sur
les différents types d'hémocytes. En effet, exceptée une étude trés ancienne réalisée
par Cuénot en 1891, aucune description, & notre connaissance, ne conceme les
hémocytes de Dreissena. Une classification est necessaire avant d'aborder le role
fonctionnel de chaque type cellulaire.

- Leur participation dans les mécanismes de défense interne, et plus
particuliérement les processus de phagocytose et d'excrétion des corps étrangers.

- Leur intervention dans les mécanismes d’homéostasie des métaux, plus
particuliérement au niveau du stockage, du transport et de I'élimination des métaux
lourds .

Les nombreuses descriptions et classifications des différentes lignees
d'hémocytes ont été réalisées principalement chez des espéces de bivalves marins
ayant un intérét économique certain (voir tableaux | a VHl). Les bivalves d'eau douce,
sans valeur commerciale ont suscité nettement moins de curiosité.

Cependant, certaines descriptions des types hémocytaires des bivalves d'eau
douce du genre Anodonta et Unio datant du siécle demier (Cuénot, 1891; De Bruyne,
1895 Knoll, 1893) ou plus récentes (Dundee, 1953) sont rapportées par Cheng en
1981 dans un travail de synthése concernant les cellules sanguines de bivaives.

En 1891, Cuénot décrivait trois types principaux de cellules sanguines chez
Dreissena polymorpha:

- Les amoebocytes finement granuleux.

- Les amoebocytes peu granuleux.

- Les amoebocytes avec peu de cytoplasme autour du noyau.

Ce schéma de classification, quelque peu élaboré et modifié, va constituer un
modéle de base pour toutes les classifications ultérieures concemnant les hémocytes
de bivalves (Narain, 1973; Cheng, 1981).

1. TYPES HEMOCYTAIRES CHEZ LES BIVALVES.

Les tableaux | a VI, concemant les descriptions des diverses catégories
d'hémocytes des espéces de bivalves les plus étudiées font ressortir les divergences
entre les classifications établies pour une méme espéce (Feng et al., 1971; Cheng,



TABLEAU I. Désignation et caractéristiques des hémocytes de Crassostrea virginica.

Crassostrea virginica
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Auteurs Types cellulaires Caractéristiques morphologiques
FENG et al. (1971) Leucocytes agranulaires
Classification basée sur la morphologie ultrastructurale.
Typel Grand noyau oval, chromatine répartie en mottes ou en liseré autour de I'enveloppe nucléaire
Cytoplasme pcu abondant

Vésicules de RE dilatées.Glycogeéne dispersé. Mitochondrics regroupées

Type Il Noyau identique au type |
Cytoplasme abondant. Glycogéne en amas. Mitochondries.
REL en vésicules isolées, REG en longues citernes

Type 111 Noyau sphérique, chromatine dense.
Nombreuscs vésicules et tubules du REL
REG en continuité du noyau ou localisé¢ dans le cytoplasme.

Leucocytes granulaires | Noyau rond ou oval avec ou sans nuciéole

Cytoplasme contenant des granules roses, bleu foncé ou réfractiles.

En M. E.T : granulcs A 4 cortex fincment granuleux, particules fines au centre,

granulcs B & cortex dense, cocur clair, granulcs C 4 matéricl granulcux sous la membranc

FOLEY ¢t CHENG (1972) : Hyalinocytes Taille des celtlules fixées: 8.3 x7.1 ym

Classification baséc sur les différences d'affinité Cytoplasme peu ou pas granuleux. Filopodes ou lobopodes
tinctoriales des cytoplasmes , des noyaux et des granules.
Fibrocytes* Fibrocyte primaire: noyau lobé.
Fibrocyte sccondaire: noyau rond ou oval
Taille des cellules fixées: 23.1 x 18.4 um

Granulocytes Cytoplasme A granules basophiles, acidophiles ou réfractiles ou bien contenant une

combinaison des trois types. Longs pseudopodes
Taille des cellules fixées: 19.3 x 12.1 pm

CHENG (1975) Hyalinocytes Mémes caractéristiques que précédemment.

Granulocytes Le cytoplasme contient du REL et du REG, des ribosomes libres ou liés, des mitochondries,
des lysosomes et des gouttelettes lipidiques

* Les fibrocytes sont en fait des granulocytes qui ont perdu leurs granules (Cheng, 1975)
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TABLEAU I (suite). Désignation et caractéristiques des hémocytes de Crassostrea virginica (suite 1)

Crassostrea virginica

Auteurs types cellulaires caractéristiques morphologiques
RENWRANTZ et al. (1979) Hyalinocytes Cytoplasme peu ou pas granuleux. Diamétre 5 4 8 ym
Classification basée sur les différences de taille de cellules
non étalées et non fixées
Granulocytes Grands: diamétre 13 4 20 um. Moyens: diamétre 9 4 13 um. Petits: diamétre 3 3 9 pm
CHENG et al. (1980), Cheng et Downs (1988) Subpopulation 1 Diamétre 3-5 um. Correspondent aux petits granulocytes décrit par Renwrantz, (1979)
Séparation des cellules par centrifugation a gradient de
densité et identification des récepteurs membranaires
Subpopulation 2 Diamétre 6-8 um. Correspondent aux hyalinocytes
Subpopulation 3 Diamétre 10-14 um. Correspondent aux granulocytes moyens
Subpopulation 4 Diamétre 10-14 ym
Subpopulation 5 Agrégats ou grandes cellules |
Les subpopulations 1, 2, 3, et 4 possédent des récepteurs de surface pour la Concanavaline A
et les lectines extraites de la glande 4 albumine de Cepaea hortensis et de Helix pomatia.
La subpopulation 2 posséde en plus un récepteur pour une phytohémagglutinine de germe de
blé (WGA).
HAWKINS et HOWSE (1982) Hémocytes agranulaires
Noyau rond et central. Cytoplasme peu dense, organites rares. Diamétre 4 um
Type 1
Classification selon la morphologie ultrastructurale
Type 1 Noyau central ou excentré. Cytoplasme souvent clair. Particules de glycogéne.
Petites vésicules claires. Rares mitochondries. REG. Quelques pseudopodes. Diamétre 6.5
pum
Type 111 Forme ovale 8.5 x 6 um. Grand noyau excentré. Nombreux pseudopodes
Nombreuses vésicules et citernes du REG
Quelques inclusions paracristallines dans l'espace périnucléaire ou dans les citernes du REG
Hémocytes granulaires | Forme ronde ou ovale, 11 pm . Noyau central ou excentré

Nombreux grands granules a matériel électron-dense en périphérie
Petits granules denses. Granules contenants du glycogéne. Golgi et REG peu abondants.
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TABLEAU I (suite). Désignation et caractéristiques des hémocytes de Crassostrea virginica

Crassostrea virginica

Auteurs types cellulaires caractéristiques morphologiques ‘
McCORMICK-RAY et HOWARD (1991) Agranulocytes
Classification basée sur les différences d'affinités tinctoria
cellules
Type lymphoide Forme ronde. Petite taille, diamétre10-12um
Noyau central. Noyau et cytoplasme basophiles
Rapport nucléocytoplasmique élevé
Type non lymphoide | Grande taille, diamétre de 20 4 30 um
Rapport nucléocytoplasmique faible
Type RF (Round / Flat) | Périphérie du cytoplasme légérement ridée. Mobilité 1a plus faible
Type IF drregular / Flat) | Périphérie du cytoplasme irréguliére
Type RO (Round / Forme ronde ou oblongue
Oblong)
Granulocytes Rapport nucléocytoplasmique faible
Type BASO (Basophile) | Grande taille, diamétre 20 4 30 um. Granules basophiles. Mobilité la plus élevée.
Type SG Méme taille, granules plus petits et moins nombreux.
(Small granulocyte)

Type EOS (Eosinophile)

Cellule ronde ou oblongue, diamétre 10 & 12 um. Granules éosinophiles
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TABLEAU I1. Désignation et caractéristiques des hémocytes de Crassostrea gigas (huitre japonaise).

Crassostrea gigas
Auteurs Types cellulaires Caractéristiques morphologiques
Amebocytes agranulaires | Noyau allongé, nucléole rare. Golgi, REL, petites mitonchondries. Glycogéne en particules ou en
RUDDELL (1971 a, b, ¢) amas. Dépdts osmiophiles ressemblant & des gouttelettes lipidiques
Classification selon la morphologie ultrastructurale
Amebocytes granulaires | Forme arrondie, diamétre 54 8 pm. Diamétre du noyau: 3 3 5 um. Nucléole petit ou absent
Type acidophile Cytoplasme contient des petits granules sphériques, osmiophiles, 4 contenu amorphe. Diamétre
0.4 20.56 pym
Type basophile Cytoplasme contient des granules sphériques de 0.7 4 1.2 um, matériel granuleux 3 la périphérie
des éranules, centre transparent
AUFFRET ( 1985, 1988) POPULATION L.
Classification selon la morphologie ultrastructurale Hyalinocytes Diamétre 10 4 15 pm. Grand noyau, central, rond ou ovalede 54 7 pm
Cytoplasme homogéne. Mitochondries formant un corps juxtanucléaire REG peu abondant, Golgi
peu développé. Vésicules claires. Vacuoles d'endocytose et lipidiques.

POPULATION IL Noyau 4 4 5 um, excentré, chromatine en grosses mottes. Cytoplasme dense et hétérogéne. Golgi
dont les dictyosomes sont formés de nombreux saccules. Petites vésicules claires. Vacuoles
d'endocytose et lipidiques. Glycogéne.

Hémocytes agranuleux | Cytoplasme homogéne. Ectoplasme peu développé. REG bien développé.
basophiles

Hémocytes granuleux | Granulations de type A de 0.4 4 1.2 um 4 cortex polymorphe qui entoure une ou deux lumiéres
basophiles

POPULATION IIL.

Hémocytes granuleux | Granulations de type B de 0.6 pm 4 membrane double et matrice dense aux €lectrons.
acidophiles Ectoplasme développé. Filopodes
BACHERE et al. (1988) Hyalinocytes Population hétérogéne, diamétre de 4 4 17 pm
Classification selon la morphologie ultrastructurale et la Fractions 1 et 2 Rapport nucléocytoplasmique élevé. REL localisé autour du noyau, entourant des mitonchondries.
taille des cellules séparées par centrifugation a gradient de
densité
Fractions 3 et 4. Quelques grandes vésicules claires cytoplasmiques

Fractions 5, 6 et 7

Rapport nucléocytoplasmique faible. Nombreuses vésicules polymorphes et claires
Quelques vésicules eléctron denses, probablement de nature lipidique. R. E. G. trés
développé, phagosome, glycogéne, mitochondries. Golgi non observé.

Granulocytes Noyau excentré, chromatine condensée. Nucléole absent. Mitochondries. Vésicules
membranaires
Typel Présence dans le cytoplasme de granules électron clairs. Particules de glycogéne. R. E.
Type 11 Présence dans le cytoplasme de granules osmiophiles 4 matrice finement granuleuse
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TABLEAU [l11. Désignation et caractéristiques des hémocytes de Ostrea edulis (huitre plate).

Ostrea edulis
Auteurs Types cellulaires Caractéristiques morphologiques
PODER (1980) Cellules souches Forme arrondie, diamétre 10um. Large noyau lobé. Nucléole. Chromatine irréguliére.
Cytoplasme
réduit, peu de granules.
Classification selon la morphologie ultrastructurale »
Hyalinocytes Forme arrondie, diamétre 6 4 8 ym.Large noyau central. Chromatine en amas. Cytoplasme
réduit
hyalin, basophile. Mitochondries, REG.
Hémocytes granuleux | Forme variable, 15 a 20 um. Petit noyau excentré, chromatine compacte. Nombreux granules
acidophiles, basophiles ou neutrophiles. Mitochondries, REL peu développé.
AUFFRET (1985, 1989) POPULATION 1 Noyau central, chromatine condensée en petites mottes
Classification selon la morphologie ultrastructurale Hyalinocytes Diamétre 10pm environ. Rapport nucléocytoplasmique élevé. Nombreuses mitonchondries,
REL, REG dilaté. Golgi peu développé. Quelques granules 3 matrice amorphe. Vacuoles
d'endocytose, vésicules lipidiques. Glycogéne. Corps résiduels.
Population I1 Rapport nucléocytoplasmique faibleNoyau excentré. Chromatine en grosses mottes. Cytoplasme
hétérogéne. Nombreuses mitochondries et petites vésicules claires
Hémocytes agranuleux | Golgi absent, petites vésicules denses, vacuoles d'endocytose.
Hémocytes granulenx | Golgi trés développé . Nombreuses granulations a centre clair. Vacuoles lipidiques. Glycogéne.
corps résiduels.
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TABLEAU 1V. Désignation et caractéristiques des hémocytes de Mya arenaria.

Mya arenaria

Auteurs Types cellulaires Caractéristiques morphologiques
HUFFMAN et TRIPP (1982) Agranulocyte (23.5 %) | Diamétre 5.43 pm. Noyau 3.35 pm
Classification basée sur les différences d'affinité tinctoriale | Granulocytes (76.5 %) |Diamétre 7.47 um. Noyau 3.39 um Granules éosinophiles, basophiles ou réfractiles. Présence
des cellules de phosphatases acides et alcalines, d'estérases. Glycogéne et lipofuschine dans le cytoplasme
SEILER et MORSE (1988). Agranulocytes Forme arrondie , 7 um. environ . Grand noyau, chromatine condensée en mottes. Cytoplasme
sans
dépots granuleux, vésicules claires. Amas de glycogéne. Mitochondries, REG et Golgi
abondants.
Granulocytes Forme arrondie , 7 pm. environ. Noyau lobé, chromatine en mottes. Nombreuses granulations

Classification selon la morphologie ultrastructurale

électron-denses de 0.08 4 0.5 pm. Mitochondries et Golgi apparemment absents. REL peu
développé, peu ou pas de glycogéne




TABLEAU V. Désignation et caractéristiques des hémocytes de Mercenaria mercenaria

Mercenaria mercenaria

Auteurs Types cellulaires Caractéristiques morphologiques
FOLEY et CHENG (1974) Cellules non granuleuses
Classification selon les affinités tinctoriales et le Grand noyau ovale et excentré. Cytoplasme contenant des inclusions vermiformes
comportement in vitro des cellules Hyalinocytes (mitochondries), vacuoles. Peu ou pas de filopodes.
Fibrocytes* Forme allongée. Noyau excentré. Inclusions vermiformes (peut-&tre mitochondies), corps
réfractiles dans le cytoplasme
Cellules granuleuses
Noyau compact et excentré. Granules acidophiles et basophiles. Vacuoles. Nette séparation
Granulocytes entre
endoplasme et ectoplasme. Filopodes.
CHENG (1975) Hyalinocytes Cytoplasme contenant quelques vésicules opaques ou claires. Gouttelettes lipidiques.
Glycogéne.
Appareil de Golgi et centrosome absents. REL
Classification basée sur la présence de granules et de Granulocytes Granules denses. Mitochondries. Vésicules claires. Lysosomes. Granules de glycogeéne. Golgi.

filopodes.

REL, REG.

MOORE et EBLE (1977

Classification basée sur la taille des cellules et de leurs
noyaux, le nombre de granules et le rapport entre I'endo
et

'ectoplasme.

Agranulocytes (2 %)

Petits granulocytes
(61%)

Grands granulocytes
(37 %)

Diamétre de 5 pm.+- 0.68. Noyau central. Chromatine en liseré périnucléaire ou dispersée.
Cytoplasme dépourvu de granules

Longueur de 28 pum. Noyau oval et excentré. Quatre types de granules: arrondis, en
pointillés, ronds et réfractiles, filamenteux.

Longueur de 45um. Mémes caractéristiques, mais les granules n'occupent qu'un tiers de la
cellule. Filopodes. Mobilité limitée.

* Les fibrocytes ont été identifiés comme des "granulocytes dépassés” (Cheng, 1975)
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TABLEAU V1. Désignation et caractéristiques des hémocytes de Mytilus edulis (moule marine)

Mytilus edulis
Auteurs Types cellulaires Caractéristiques morphologiques
MOORE et LOWE (1977) Lymphocytes basophiles | Sphérique, 4 2 6 um. Grand noyau.Cytoplasme basophile, hyalin et peu abondant.
Pseudopodes,
quelques granules et vacuoles. Peu de mitochondries, REL paraliéle au noyau.
Classification selon la morphologie ultrastructurale et les Grands hémocytes Noyau irrégulier. Cytoplasme abondant. Nombreuses inclusions membranaires a électron
affinités tinctoriales des cellules basophiles ou densité ‘
macrophages variable, correspondant 4 des phagosomes ou a des phagolysosomes
Forme souvent sphérique, 7 4 12 um. Noyau central, hétérochromatine en mottes. Nucléole
Granulocytes central
éosinophiles Cytoplasme eosinophile contenant des granules ronds a électron densité variable. RE peu
abondant. Glycogéne.
RASMUSSEN et al. (1985) Leucocytes agranulaires | Forme circulaire ou ovale, 5 x 5.9 ym. Noyau réniforme ou lobé. Cytoplasme basophile.
Ribosomes, REL, Mitochondries, Golgi.
Classification selon la morphologie ultrastructurale Leucocytes granulaires | Cytoplasme contenant des granules acidophiles, basophiles ou un mélange des deux types
- Cellules de petite taille, 6.4 x 7.4 pm. Noyau lobé. REL, ribosomes libres, mitochondries,
Golgi.
Nombre variable de petits granules ronds situés autour du noyau 4 matrice finement granuleuse,
variablement électron dense. La matrice centrale est entourée d'un halo clair. ;
- Cellules de grandes tailles, 9.2 x 10.1 um. Noyau non lobé. Cytoplasme complétement occupé
par des granules i contenu finement granuleux et électron densité variable entouré ou non d'un
halo clair et par quelques mitochondries et du REL
PIPE, (1990)
Identification des récepteurs de surface membranaire. Granulocytes
Corrélation avec la morphologie ultrastructurale.
Type 1 Granulocytes dont les petits granules (0.2-0.3 um) lient les lectines extraites de H. pomatia
Type Il - Granulocytes dont les grands granules (0.5-1.5 um) lient les lectines extraites de germe de blé
(WGA)
Hyalinocytes




TABLEAU VI1. Désignation et caractéristiques des hémocytes de Anondonta grandis
Anondonta grandis
Auteurs Types cellulaires Caractéristiques morphologiques
DUNDEE (1953) in Cheng (1981)
Amoebocytes Taille 8 4 20 um. Noyau oval excentré. Granules éosinophiles
éosinophiles
granuleux (85 %)
Amoebocytes basophiles | Taille 7 4 20 um. Granules basophiles, parfois éosinophiles
granuleux (7 %)
Macronucléocytes (8 %) | Grand noyau. Cytoplasme agranuleux acidophile.
S .
) TABLEAU VIII. Désignation et caractéristiques des hémocytes de Dreissena polymorpha (moule 2ébrée)
Dreissena polymorpha
Auteurs Types cellulaires Caractéristiques morphologiques
CUENOT (1891) in Cheng (1981) Amoebocytes peu Taille 8 x 12 ym. Granules biréfringeants, bleutés ou sans couleur.
granuleux
Amoebocytes A fins Mémes caractéristiques
granules
Amoebocytes basophiles | Taille 8 x 12 um. Cytoplasme réduit. Pas de granules
Erythrocytes Forme variable. Rougeétres. 20 x 30 ym




1975) et le manque d'un modéle général et cohérent pour I'ensemble des mollusques
bivalves.

Dans les années 70, certains auteurs ont basé leur classification sur des
critéres aussi différents que : la morphologie cellulaire ou I'aspect du cytoplasme
(Foley et Cheng, 1972), la taille des cellules (Renwrantz et al, 1979) ou les
différences d'affinités tinctoriales du noyau, du cytoplasme et de ses granulations
(Foley et Cheng, 1974; Moore et Lowe, 1977).

En se référant aux descriptions déja établies et & ses propres observations
concernant de nombreuses espéces de bivalves, Cheng (1981) propose un modéle
également basé sur des critéres morphologiques et ultrastructuraux. Il sépare ainsi
deux grandes lignées d’hémocytes:

- Les hyalinocytes, constitués d'un cytoplasme peu abondant, contenant
quelques granules et entourant un noyau de grande taille.

- Les granulocytes, contenant de nombreux granules caractéristiques. lis
possédent une activité phosphatasique acide relativement élevée. lls produisent des
pseudopodes et des filopodes et sont trés actifs dans les phénomenes de
phagocytose.

Cependant, par centrifugation & gradient de densité couplée a ['utilisation de
marqueurs de surface membranaires, cinq populations d'hémocytes (quatre
populations de granulocytes, une de hyalinocytes) sont séparées chez Crassotrea
virginica. Chaque classe de cellules montre également une activité enzymatique plus
ou moins importante, indiquant ainsi des différences fonctionnelles dans la pdpulation
de granulocytes (Cheng et al, 1980; Cheng et Downs, 1988).

Plus récemment, Pipe (1990) utilise les capacités de liaison spécifiques des
lectines et la microscopie électronique a transmission (M. E. T.) pour différencier les
types hémocytaires. Ses résultats ne Ilui permettent pas d'établir de corrélation
spécifique entre les différentes morphologies ultrastructurales des hémocytes et les
lectines se liant a leur surface. Il divise néanmoins les granulocytes de M. edulis en
deux catégories en fonction des différents constituants membranaires des petits et
des grands granules.

Par cette approche, plusieurs auteurs ont distingué des sous-populations
d’hémocytes en utilisant des anticorps monoclonaux comme marqueurs de surfaces
membranaires chez les gastéropodes d'eau douce Lymnea stagnalis (Dikkeboom et
al., 1985; 1988) et Biomphalaria glabrata (Yoshino et Granath Jr, 1983).
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En gardant le modéle proposé par Cheng, confirmé depuis par d'autres auteurs,
Auffret (1988), précise cette classification en étudiant les hémocytes chez cing
espéces de bivalves marins. |l utilise la microscopie électronique coupiée & des
techniques cytochimiques et sépare toujours les hémocytes en deux grandes
catégories. Les variations morphologiques observées dans chaque type ceilulaire
sont attribuées a des états cytogénétiques et physiologiques différents. Il distingue
donc:

- Les hémocytes non granuleux, regroupant les hyalinocytes et les
hémocytes agranuleux . Ces demiers appartiennent & la méme lignée cellulaire que
les granulocytes mais ne possédent pas de granules (Auffret, 1985, 1989).

- Les hémocytes granuleux ou granulocytes.

Ce modéle répond avec succeés au classement des hémocytes de nombreuses
espéces de mollusques bivalves mais n'échappe pas a la régle des exceptions. En
effet, un type supplémentaire, le granulocyte acidophile, est différencié chez
Crassostrea gigas (Ruddell, 1971b; Auffret, 1989).

1. 1 LES HEMOCYTES NON GRANULEUX
1. 1. 1. Les hyalinocytes (Figures 1 a, b et Figure 2 a)

Autrefois utilisé, le terme lymphocyte a été abandonné au profit de hyalinocyte.
En effet, ce terme correspond a un type particulier de cellules sanguines assurant,
chez les vertébrés, certaines fonctions précises telle la production d'anticorps qui
n'est pas retrouvée chez les invertébrés (Anderson, 1981).

Les descriptions morphologiques des hyalinocytes sont homogénes chez
toutes les espéces étudiées. Leur cytoplasme est peu abondant, contient peu ou pas
de granules (Renwrantz ef al., 1979). Le noyau rond ou ovale est en position centrale,
sa chromatine est condensée en mottes (Feng et al., 1971; Poder, 1980; Auffret,
1989). Le rapport nucléocytoplasmique, proche de 0.7 reste toujours élevé (Bachére
et al., 1988; McCormick-Ray et Howard, 1991).

La microscopie électronique a permis d'observer quelques granules ou
vésicules clairs et des vacuoles d'endocytose (Auffret, 1985, 1988) ainsi que des
gouttelettes lipidiques (Ruddell, 1971a).

lls sont capables de produire des filopodes et des lobopodes chez C. virginica
(Foley et Cheng, 1972).
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a. prohyalinocyte

b. hyalinocyts

¢. prohémocyte agranuleux

e. hépocyte granuleux basophile

f. hémocyte granuleux acidophile

Figure 1 : Aspect des hémocytes de C. giges sur frottis dhémolymphe (Auffret, 18835).

Figure 2 : Représentation semi-schématique de l'uitrastructure des hémocytes de C. giges . A, hémocyte
non granuleux. B, hémocyte granuleux basophile. C, hémocyte granuleux acidophile. (Ruddel), 1871c).



Leur comportement in vitro est différent des autres types cellulaires (McCormick-Ray
et Howard, 1991). En effet, leur mobilité plus faible que celle des granulocytes,
expliquerait selon les auteurs, des capacités de phagocytose et une participation aux
mécanismes de défense inteme réduites.

Méme s'ils ne possédent pas les capacités phagocytaires les plus élevées, les
hyalinocytes de C.virginica et de M. mercenaria restent capables d'assurer cette
fonction ( Foley et Cheng, 1974; Cheng, 1975).

Chez M. edulis, les lymphocytes décrits par Moore et Lowe (1977) sont
capables de phagocyter des particules de carbone injectées expérimentalement. Ces
particules se retrouvent ensuite dans des phagolysosomes associées a des
hydrolases lysosomales.

Au contraire, Ruddell (1971b) montre qu'il est le seul type cellulaire capable de
phagocyter des particules de carmin, de carbone et des bactéries injectées a C.

gigas.
1. 1. 2. Les hémocytes agranuleux (Figures 1 ¢, d)

Décrit chez Ostrea edulis et chez C. gigas, ce type est également appelé
hémocyte vésiculeux (Auffret, 1988, 1989). Plusieurs caractéristiques morphologiques
semblables, notamment au niveau du noyau, l'apparente & la lignée granulocytaire.
Son cytoplasme est entiérement occupé par du réticulum lisse et vésiculeux. Il
contient également des vacuoles d'endocytose mais aucun corps résiduel ni d'autres
signes d'activité phagocytaire ne sont observés. Ce type d'hémocyte serait considéré,
chez ces deux espéces, comme un granulocyte & un stade précoce de maturation
(Auffret, 1989).

Par contre, en se basant sur des critéres d'affinité tinctoriale et de mobilité,
McCormick-Ray et Howard (1991) décrivent, chez C. virginica, trois types différents
d'hémocytes non lymphoides agranuleux, qu'ils considerent comme des types
morphologiquement distincts et non comme différents stades fonctionnels d'une
méme population. Les hémocytes agranuleux sont plus grands que les celiules
lymphoides mais leurs cytoplasmes sont dépourvus de granules. Leurs contours
peuvent étre irréguliers (type IF), ou rond et Iégérement plissé (type RF). Le troisiéme
type (RO) posséde une morphologie identique a celle des granulocytes mais son
cytoplasme est dépourvu de granulations. Cette demiére catégorie correspond, selon
l'auteur, aux hémocytes vésiculeux décrits chez C. gigas par Auffret (1989). Les types
IF et RF observés en grand nombre chez C. virginica n'ont pas de correspondance
dans les classifications précédentes. Les types cellulaires agranuleux et plus
particuliéerement le type RF ont une mobilité réduite. Ce demier type cellulaire, moins
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bien représenté, devient dominant au mois de mai. Ces différences d'abondance
suggerent non pas un rdle différent de chaque catégorie mais plutét une diversite
morphologique ou une fonction saisonniére particuliére.

1. 2. LES HEMOCYTES GRANULEUX (FIGURES 1 E, F ET FIGURES 2 B, C)
1. 2. 1. Morphologie

Plus facilement identifiables, ces cellules sont caractérisées par la présence de
nombreuses granulations cytoplasmiques. Celles-ci peuvent étre révélées en
microscopie optique par leurs différentes affinités tinctoriales pour les colorants
hématologiques habituels.

L'affinité des granules peut étre uniqué dans les granulocytes neutrophiles de
O. edulis (Auffret, 1989) ou bien dans les granulocytes basophiles et les granulocytes
acidophiles de C. gigas et, dans ce cas, caractériser deux types cellulaires distincts
(Ruddell, 1971a). Mais le plus souvent la méme classe de granulocytes posséde des
granules basophiles, acidophiles ou un mélange des deux types chez C. virginica
(Foley et Cheng, 1972), chez M. mercenaria ( Foley et Cheng, 1974) ou chez M.
edulis (Rasmussen et al., 1985).

Selon Cheng (1975), ces granulocytes appartiennent au méme type cellulaire.
En effet, les différentes affinités tinctoriales, dues aux fluctuations du pH interne des
granules, reflétent plutét une variation du stade métabolique. Cependant, McCormick-
Ray et Howard (1991) distinguent, chez C. virginica, deux lignées d’hémocytes
granuleux en fonction de leurs affinités tinctoriales: les granulocytes basophiles (I'un a
petits et l'autre & grands granules) et les granulocytes éosinophiles.

Les observations ultrastructurales permettent d'affiner les descriptions des
granules cytoplasmiques des hémocytes granuleux. Le plus souvent, une
concordance peut étre faite entre les observations de microscopie optique (M. O.) et
celles de microscopie électronique & transmission (M. E. T.). Cependant, le manque
de précision dans les descriptions de l'ultrastructure de ces organites et I'emploi de
termes non appropriés pour les qualifier rendent parfois laborieux le paraliéle entre les
deux techniques.

Dans un travail de synthése sur la morphologie des hémocytes chez cinq
bivalves marins, Auffret (1988) met en évidence quatre types de granulations
cytoplasmiques observées également par d'autres auteurs chez diverses espéces de
bivalves:
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1. Des granules & matrice, dense aux électrons, condensée & la périphérie et
laissant une zone centrale claire dans les granulocytes de O. edulis ou dans les
granulocytes basophiles de C.gigas (Ruddell, 1971b).

2. Des granules ronds ou allongés dont la périphérie apparait claire et la matrice
condensée au centre. De taille variable (0.3 & 0.6 ym), ils sont présents chez la
palourde japonaise Ruditapes philippinarum (Auffret, 1985) et chez M. edulis
(Rasmussen et al., 1985).

3. Des granules ronds, limités par une double membrane, & matrice homogéne,
dense aux électrons, comrespondant aux granulations acidophiles de C. gigas
(Ruddell, 1971b; Bachére ef al, 1988).

4. Des granules polymorphes, de taille variable (0.5 a 2 ym) et a contenu
amorphe réparti régulierement, rencontrés parfois dans les granulocytes de R.
philippinarum et de Mya arenaria (Seiler et Morse, 1988).

1. 2. 2. Nature des granulations cytoplasmiques

Les granulations cytoplasmiques ont fait I'objet de nombreux travaux descriptifs
mais le nombre réduit d'études cytochimiques n'a pas permis a ce jour d'élucider
completement la composition de leur contenu ni leur rdle dans I'ensemble de la classe
des bivalves.

Nous aborderons dans un paragraphe suivant le role des hémocytes dans les
mécanismes de défense interne. Nous savons déja que les granulocytes sont les
cellules les plus actives dans les mécanismes de phagocytose des corps étrangers,
dont I'étape finale est la dégradation intracellulaire (Cheng, 1981). Les granules
cytoplasmiques impliqués dans ces processus, ont donc été le plus souvent étudiés
dans ce contexte par plusieurs techniques.

A laide de techniques cytochimiques couplées & la microscopie optique,
plusieurs auteurs ont mis en évidence différentes hydrolases lysosomales au niveau
de diverses inclusions cytoplasmiques. Ainsi des estérases non spécifiques, des B
glucuronidases et des phosphatases acides et alcalines ont été révélées dans les
hémocytes de M. mercenarnia (Moore et Gelder, 1985), de C. virginica (Feng et Feng,
1971) et de M. arenana (Huffman et Tripp, 1982). Ces deux derniers auteurs notent
d'importantes variabilités d'activité enzymatique entre les cellules de la méme lignée.
lls expliquent cette hétérogénéité par les différences d'age et de stade métabolique
de la cellule, les formes jeunes étant plus actives.

De fortes activités phosphatasiques acides sont mesurées dans les granules
isolés des hémocytes de M. campechiensis, C. virginica et de Anadara ovalis (Rodrick
et Ulrich, 1984).



Des méthodes cytochimiques adaptées a I'étude ultrastructurale ont permis de
préciser la localisation des enzymes lysosomales. En effet, la présence de
phosphatases acides a été montrée dans les granulations des hémocytes de bivalves
comme M. mercenaria (Yoshino et Cheng, 1976), M. coruscus ou C. gigas (Feng et
al., 1977) et de certains gastéropodes d'eau douce comme Viviparus ater (Franchini
et Ottaviani, 1990), Lymnea stagnalis, Biomphalaria glabrata et Bulinus truncatus
(Sminia et Barendsen, 1980).

L'activité enzymatique n'est pas forcément uniforme sur 'ensemble du granule
et peut étre localisée au niveau de la zone centrale de l'organite chez O. edulis et
chez C. gigas. Il est & noter que chez cette  espéce, la réaction est positive
seulement dans les granulocytes basophiles. En effet les granulations acidophiles
sont totalement dépourvues d'activitée enzymatique (Auffret, 1989).

Leur principale caractéristique étant leur richesse en hydrolases acides, les
granules sont donc assimilés & de vrais lysosomes (Yoshino et Cheng, 1976) ou plus
généralement & des organites de stockage d'enzymes lysosomales (Auffret,1989).

1. 2. 3. Fonctions des granules cytoplasmiques

Aprés avoir injecté des bactéries a O. edulis, le méme auteur observe les micro
organismes a divers stades de dégradation dans des vacuoles membranaires ou
phagosomes primaires. Il retrouve ensuite I'ensemble de ces structures a l'intérieur
des granulations cytoplasmiques qui sont chez cette espece, directement
responsables de la digestion intracellulaire (Auffret, 1986). Des résultats identiques
sont obtenus chez M. mercenaria (Mohandas, 1986).

Cheng (1975), assimile chez C. virginica les granules a des phagosomes
secondaires, recevant a la fois du matériel partiellement digéré provenant des
phagosomes primaires et des hydrolases provenant des lysosomes primaires. La
dégradation cellulaire s'achéve a lintérieur de ces organites.

En tentant d'élucider la fonction des hémocytes granuleux dans les tissus
normaux et traumatisés de C. gigas, Ruddell (1971c) a mis en évidence, du cuivre lié
aux granules acidophiles et du zinc lié aux granules basophiles. En réponse
inflammatoire, au niveau de zones traumatisées, il observe la libération extracellulaire
du cuivre contenus dans les granules acidophiles et la fixation immédiate de ce métal
par les granules basophiles. Le rdle précis du cuivre n'est pas complétement élucidé
dans cette étude, mais il semblerait stabiliser les granules dans les granulocytes
basophiles, qui conserveraient ainsi leur intégrité fonctionnelle et leur capacité de
diapédése et de phagocytose.
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Les granules cytoplasmiques des hémocytes des bivalves, faisant véritablement
parti du systéme lysosomal, interviennent dans les mécanismes de séquestration des
métaux, essentiels ou non, qui ont été absorbés par les cellules.

Ainsi, George et al (1978) mettent en évidence chez O. edulis, du cuivre associé
a du soufre dans des vésicules membranaires dans certains amoebocytes, assimilés
aux granulocytes acidophiles décrits par Ruddell (1971a). |l révéle également la
présence de zinc associé a du phosphore dans des vésicules d'autres amoebocytes,
assimilés aux granulocytes basophiles (Ruddell,1971a). Cependant, plus tard, les
granulocytes acidophiles n'ont pas été décrit chez cette espéce (Poder, 1980; Auffret,
1989).

Amiard et al. (1986) ont mis en évidence plusieurs métaux (Zn, Cu, Al, Fe, P, S)
dans des inclusions ovoides, homogénes et denses chez C. gigas.

L'origine et le mécanisme de formation des granules cytoplasmiques des
hémocytes sont encore mal expliqués chez les bivalves. Cependant, plusieurs
hypothéses sont proposées: lls pourraient se former par fusion des vésicules du
réticulum endoplasmique, par dilatation du réticulum endoplasmique ou bien encore
par fusion des vésicules golgiennes (Auffret, 1985).

2. ORIGINE ET FORMATION DES HEMOCYTES
2. 1. ORIGINE

La littérature relate tres peu de données sur l'origine des hémocytes chez les
bivalves. Cuénot (1891), cité par Cheng (1981), suggére la formation des hémocytes
dans une "glande lymphatique" située a la base des branchies.

Selon Narain (1973), Tanaka (1969) considére le canal digestif comme le centre
de I'hématopoiése chez les Mollusques.

Morton (1969a), quant a lui, suggére que la fragmentation de I'épithélium des
diverticules digestifs pourrait constituer une source importante d'amoebocytes. Il met
en relation la formation d'au moins une partie de ces cellules avec le rythme circadien
d'activité et de repos des muscles adducteurs.

Chez M. arenana, Smolowitz et al. (1989) suggérent le développement des
hémocytes a partir de cellules souches du tissu conjonctif.

2. 2. HEMOCYTOGENESE
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L'ontogenése des hémocytes chez les mollusques bivalves, comme leur
classification, reste un sujet de contestation. Plusieurs auteurs ont proposé des
modéles de renouvellement et de développement des hémocytes, basés sur des
travaux de synthése (Mix, 1976; Cheng, 1981) ou concernant une seule espece
(Ruddell, 1971c; Moore et Lowe, 1977, Poder, 1980).

Mix (1976) base son modéle sur la dynamique d'une seule lignée cellulaire (voir
figure 3). Il sépare l'ontogenése hémocytaire en quatre compartiments, dans lesquels
les cellules passent de I'état de cellule souche & celui de cellule fonctionnelle. Les
hyalinocytes sont, dans ce cas, des cellules peu différenciées faisant partie du
compartiment de prolifération.

f COMPARTIMENTS \

Cellule souche Prolifération Maturation Fonctionnel Elimination
Granulocyte
basophile
Hyalinocyte Sénescence
granuleux
Granulocyte
acidophile
Leucoblaste Hyalinocyte ;
‘=P y yt Fibroblaste Réaction de

Intermédiaire < défense
Myoblaste

Intermédiaire —p  Cellule .
K pigmentaire Dlapédése/

Figure 3. Modéle général de renouvellement des hémocytes chez les bivalves (Mix,
1976).

Les autres modéles établissent deux lignées distinctes, les hémocytes
granuleux et non granuleux. Une cellule souche commune peut étre observée par
Poder (1980), chez O. edulis.

Chez C. gigas, Ruddell (1971c) sépare les granulocytes basophiles et
acidophiles. _

Cheng (1981) propose un modéle de synthése du développement des
hémocytes chez les bivalves, constitué de deux lignées cellulaires. Chaque lignée
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posséde un stade immature (voir figure 4). Les hémocytes granuleux passent d'un
stade jeune (granuloblaste) & des stades fonctionnels (granulocyte |, basophile puis
granulocyte Il, acidophile) et finissent au stade de granulocyte "dépassé” ou de
macrocyte multinuclée.

Les résultats de Rasmussen et al. (1985) chez M. edulis et ceux de Auffret
(1985) chez deux espéces d'huitres corroborent ce modéle.

4 Granulocyte\
4 "dépassé”
Granuloblaste p Progranulocyte » Granulocyte | » Granulocyte i
A
Macrocyte
multinucleé
Hyalinoblaste » Prohyalinocyte p Hyalinocyte
\_ _/

Figure 4. Modéle de filiation des hémocytes chez les bivalves selon Cheng (1981).

Par contre, Henry (1987) distingue deux types de granulocytes dans la glande
digestive de Ruditapes decussatus et rejette donc ce demier schéma. Ses
observations coincident avec un modeéle proposé par Moore et Lowe (1977) chez M.
edulis, qui sépare deux lignées de granulocytes en fonction de leurs affinités
tinctoriales, acidophile et basophile.

3. FONCTION DES HEMOCYTES

Les fonctions hémocytaires sont multiples chez les bivalves et ont été revues
dans des travaux de synthése par Cheng (1981), Bayne (1983) et Fisher (1986).

Les hémocytes participent aux mécanismes de cicatrisation des tissus
traumatisés et de la coquille, au transport et a la digestion des nutriments. lis
interviennent également dans les processus de défense interne de l'organisme et
d'excrétion des corps étrangers.

3. 1. CICATRISATION DES TISSUS ET DE LA COQUILLE
La premiére réponse observée est la migration massive des hémocytes au niveau

des tissus blessés (Sparks et Morado, 1988). Les cellules en agrégats forment des
bouchons qui empéchent I'écoulement de 'hémolymphe et la contamination par des
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agents extérieurs (Ruddell, 1971c; Fisher, 1986, Feng, 1988). Les hémocytes forment
une barriére autour de la zone traumatisée jusqu'au renouvellement des cellules
épithéliales et peuvent ensuite se différencier en fibroblastes. L'élimination des débris
cellulaires est assurée par les granulocytes (Feng, 1988).

Les hémocytes auraient un réle limité dans la reconstruction de la coquille des
bivalves. lls transporteraient une partie du calcium nécessaire dans la zone
endommagée ou protégeraient les épithéliums blessés pendant la réparation de la
coquille (Cheng, 1981; Fisher, 1986).

3. 2. TRANSPORT ET DIGESTION DES ALIMENTS

Chez les mollusques bivalves, la digestion est extracellulaire et intracellulaire.
La premiére phase se passe dans I'estomac avec l'intervention de diverses enzymes.
La deuxiéme phase se déroule dans les cellules de la glande digestive et dans les
hémocytes (Morton, 1983; Henry, 1987).

Le systéme circulatoire des bivalves étant ouvert, les hémocytes sont capables
d'infiltrer tous les tissus. Chez M. coruscus et C. gigas, Feng et al. (1977) observent
leur transit & travers I'épithélium digestif dans les deux sens, le contrdle de la direction
des mouvements ne serait pas complétement élucidé, mais dépendrait du
chimiotactisme des particules ingérées. Henry (1987) précise leur double intervention
au niveau de la glande digestive de R. decussatus, déterminée selon la nature du
matériel exogéne ingéré:

- Les hémocytes s'insinuent a la base des cellules digestives et récupérent par
phagocytose les produits finaux de la digestion. lls retoumnent ensuite vers les autres
tissus, véhiculant ainsi les nutriments a 'ensemble de l'organisme.

- Les hémocytes migrent jusque dans la lumiére intestinale afin de phagocyter
du matériel étranger, éventuellement toxique.

3. 3. DEFENSE INTERNE DE L'ORGANISME

Les invertébrés, a linstar des vertébrés, sont capables de reconnaitre et de
lutter contre des corps étrangers qui ont envahi leur organisme. La connaissance du
systtme de défense interne chez les mollusques bivalves et gastéropodes est
abordée principalement dans des études dimmunoparasitologie. Chez les
mollusques, la défense inteme est assurée par les cellules de I'hémolymphe
fonctionnant en coopération avec des facteurs humoraux plasmatiques, tels des
lectines dont les caractéristiques sont identiques a celles des aggiutinines et des
opsonines chez la plupart des invertébrés (Chu, 1988), des enzymes lytiques et des
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bactéricides (Chorney et Cheng, 1980; Bayne et al., 1980; Sminia et Van der Knaap,
1986, 1987a, 1987b; Ottaviani, 1986; Feng, 1988; Adema et al., 1991).

Les fonctions immunitaires sont principalement cellulaires. En effet les
hémocytes répondent aux substances étrangéres, particulaires ou solubles par des
mécanismes de phagocytose ou d'encapsulation dans le cas de trés grosses
particules, sans lintervention systématique de facteurs humoraux (Foley et Cheng,
1972; Cheng, 1975; 1983; Vasta et al., 1982; Sminia et Van der Knaap, 1986; Tripp,
1992a). Les nombreux travaux montrent, contrairement a l'idée recue, la complexité et
la diversité des mécanismes de défense des mollusques.

L'importance de la participation des hémocytes, assurant les processus de
phagocytose, et des facteurs humoraux de I'hémolymphe varient d'une espéce a
l'autre (Tripp, 1992b). ’

3. 3. 1. La phagocytose

Parmi les mécanismes intervenant dans les fonctions de défense, la
phagocytose de corps étrangers par les hémocytes des mollusques est la plus
documentée, en particulier depuis les travaux de Strauber datant de 1950, rapportés
par de nombreux auteurs (Cheng, 1983a; Seiler et Morse, 1988; Sparks et Morado,
1988).

Méme si la phagocytose a été largement étudiée chez de nombreuses espéces
d'invertébrés, certains mécanismes restent actueliement un sujet de controverse. En
effet, si le déroulement des différentes étapes morphologiques est bien connu
(Renwrantz et al., 1979; Cheng, 1981), la participation de lectines, le contrdle
moléculaire de la discrimination entre le soi et le non-soi ne sont pas complétement
élucidés (Olafsen, 1988).

Les processus d'endocytose et de dégradation qui sont des réponses a
linflammation chez les invertébrés aussi bien que chez les vertébrés impliquent
d'abord les phases de chimiotactisme, de reconnaissance du "non-soi" et d'adhérence
de la particule étrangére par la membrane plasmique des hémocytes (Cheng, 1986;
Adema et al., 1991).

Ensuite, le devenir du matériel phagocyté peut étre différent selon sa nature. En
effet, quand il est digérable, il est dégradé dans les hémocytes, sinon il est éliminé
vers le milieu extérieur par migration des phagocytes chargés a travers les
épithéliums du manteau, de la glande digestive ou des reins (Cheng, 1981; Fisher,
1988; Alvarez et al., 1992).
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3. 3. 1. 1. Moyen d'études

Les nombreux protocoles expérimentaux mis en place pour Fétude des
capacités phagocytaires des hémocytes sont diversifiés aussi bien au niveau du
compartiment étudié (in vivo ou in vitro) que des supports biotiques ou abiotiques
utilisés.

Les mollusques peuvent étre exposés et répondre & des agents biotiques de
diverses natures, comme des bactéries, des érythrocytes de vertébrés ( Yoshino et
Cheng, 1976; Cheng et al., 1977, Mohandas et Cheng, 1985; Wittke et Renwrantz,
1984: Fisher et Tamplin, 1988; Tripp, 1992a), des larves de parasites ( Cheng et
Dougherty, 1989; Connors et Yoshino, 1990; Mourton et al., 1992; Chargot et al.,
1992) et des levures (Le Gall et al., 1991, Bachére et al.,, 1991).

Toujours pour évaluer les capacités phagocytaires des hémocytes, certains
auteurs utilisent comme supports différentes particules abiotiques, tels des billes de
latex, in vivo, chez C. viginica (Alvarez et al., 1992) ou in vitro (Fisher et Tamplin,
1988: Alvarez et al., 1989), chez O. edulis et C. gigas (Fisher, 1988) ou chez M.
mercenaria (Tripp, 1992a). Les hémocytes sont également capables de phagocyter et
d'éliminer des particules de carbone ou d'encre injectées & M. edulis (Moore et Lowe,
1977) & M. californianus (Bayne et al., 1980), ou au gastéropode, Littorina scabra
(Cheng et al., 1969).

Ces événements cellulaires et moléculaires possédent un certain degré de
spécificité selon certains auteurs (Cheng, 1986; Yoshino, 1986; Fisher et DiNuzzo,
1991). D'autres travaux ont montré une spécificité plus faible de la réponse
immunitaire chez les invertébrés qui ne possédent pas, comme les vertébrés,
d'immunoglobulines, de lymphocytes T et du systeme anticorps et antigéne
spécifique. En effet les lectines présentent, chez les premiers, un large spectre de
spécificité (Sminia et Van der Knaap, 1986).

Tripp (1992a), reconnait chez M. mercenana la phagocytose, comme un moyen
de défense efficace et puissant, mais apparemment non spécifique. L'hypothése de
non-spécificité est également avancée par Chu (1988) en ce qui conceme les
facteurs humoraux des bivalves marins.

3. 3. 1. 2. Chimiotactisme, reconnaissance et adhérence

Les hémocytes des mollusques sont capables de déceler et de migrer vers des
micro-organismes qui ont envahi leur organisme. L'attraction dépend d'un gradient de
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concentration de molécules de nature peptidique et glucidique sécrétées par les
cellules étrangéres (Cheng, 1986; Renwrantz, 1986; Adema et al., 1991).

Les lectines sont des protéines ou des glycoprotéines, dont la nature exacte
n'est pas connue, a de rares exceptions, chez les invertébrés (Sminia et Van der
Knaap, 1986; Olafsen, 1988; Adema ef al.,, 1991). Elles forment un groupe de
protéines hétérogénes, réunies par leurs capacités & se lier aux déterminants
carbonés (Yang et Yoshino, 1990b). Elles sont entiérement intégrées a la membrane
plasmique des hémocytes chez C. virginica (Vasta et al., 1982) et chez M. edulis
(Renwrantz, 1983) et se retrouvent aussi dans le sérum chez les mémes espéces et
chez Corbicula fluminae (Yang et Yoshino, 1990a, b). Chez cette espéce, les deux
auteurs ont isolé une agglutinine et /ou opsonine de nature protéique, formée de deux
sous unités de 20 kd, reliées entre elles par des ponts disulfures.

La fonction exacte des lectines n'est pas connue, mais leur présence a la fois
au niveau du sérum et de la membrane plasmique suggére un rble essentiel dans les
mécanismes de discrimination du soi et du non-soi (Olafsen, 1988; Chu, 1988).

Les lectines immobilisent par agglutination les corps étrangers, empéchant ainsi
leur prolifération, dans le cas de contamination par des micro-organismes.
L'inactivation produit leur lyse par des enzymes extracellulaires suivie de leur
phagocytose (Cheng, 1986; Chu, 1988; Olafsen, 1988; Adema et al., 1991). Les
lectines et les agglutines plasmatiques servent d'opsonines en installant des ponts
entre les récepteurs de méme configuration a la surface des hémocytes et des
particules exogénes (Chu, 1988; Cheng, 1986), provoquant et facilitant ainsi la
phagocytose.

Le réle des lectines dans les processus de phagocytose reste toutefois
controversé. Certaines études mettent en évidence les capacités opsonisantes des
lectines et leur participation active a I'endocytose.

Elles facilitent ainsi la phagocytose d'érythrocytes (Mullainadhan et Renwrantz,
1986) ou de levures (Renwrantz et Stahmer, 1983) par les hémocytes de M. edulis et
de C. gigas (Olafsen et al, 1992). Les lectines plasmatiques ont les mémes
propriétés chez plusieurs espéces de bivalves et de céphalopodes (Fisher et Di
Nuzzo, 1991) ainsi que chez le crustacé Penaeus japonicus (Kondo et al., 1992).

Plusieurs travaux chez des bivalves, ont montré que les capacités
d'agglutination des lectines sont dépendantes des cations caicium et magnésium
présents dans le sérum (Renwrantz et Stahmer, 1983; Tuan et Yoshino, 1987).

A l'opposé, certains travaux montrent des taux de phagocytose identiques en
présence ou absence de plasma chez Corbicula japonica, chez le gastéropode
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Heminerita japonica (Kumazawa et Morimoto, 1992b, a) ou chez le bivalve M.
califomianus (Bayne et al., 1979).

Tripp (1992a, b) remet en cause l'intervention des lectines dans les mécanismes
de défense cellulaires. En effet, il isole une agglutinine dans le plasma de M.
mercenaria, inutile 4 la phagocytose de différents types de particules biotiques ou
abiotiques.

D'autres facteurs, comme ['hydrophobicité et les charges de surface des
phagocytes, ainsi que les propriétés physiques de la substance étrangére déterminent
également le contact entre les deux structures (Van Oss et Gillman, 1972 et Lackie,
1983 in Olafsen, 1988).

3. 3. 1. 3. Endocytose

Cheng (1975), rapporte une étude de Bang (1961) concernant les mécanismes
d'endocytose de bactéries par les hémocytes de C. virginica. Il montre l'importance de
filopodes émis par les phagocytes. En effet, les corps étrangers adhérent et glissent
le long des filopodes jusqu'a l'ectoplasme ou ils sont inclus dans un phagosome.
Dans cette étude, il rapporte ses observations sur M. mercenaria et C. virginica, ou
les étapes de phagocytose sont différentes. Au contact de la particule exogéne, la
membrane plasmique du granulocyte forme une invagination et linclut dans une
vésicule d'endocytose ou phagosome primaire. Ce second mécanisme d'endocytose
est le plus fréquent chez M. mercenaria mise en compétition avec des bactéries
‘(Mohandas, 1986)

Renwrantz et al. (1979) observe in vitro, la formation de pseudopodes “en
tunnel” & la surface des granulocytes aussi bien que des hyalinocytes chez C.
viginica. Les particules pénétrent a l'intérieur de la cellule en glissant dans le tunnel.

3. 3. 1. 4. Dégradation intracellulaire

Au paragraphe 1. 2. 2., nous avons montré limportance des granulocytes et de
- leurs granulations cytoplasmiques, contenant des enzymes lysosomales dans les
processus de dégradation intracellulaire de substances digérables chez les bivalves.
Kroschinski et Renwrantz (1988) ont montré la chute du pH inteme des vésicules
digestives des hémocytes de M. edulis ayant phagocyté des levures a45 +/-05
correspondant au pH d'activité maximale pour les enzymes lysosomales.

Mohandas (1986) suggére que la dégradation compléte de bactéries se déroule
dans les phagosomes des granulocytes de M. mercenaria, et que des corps résiduels
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ainsi que du glycogéne restent inclus dans ces vésicules jusqu'a leur exclusion
directement dans le sérum.

Auffret (1986) observe la dégradation de bactéries a lintérieur méme des
granulations cytoplasmiques des hémocytes granuleux de O. edulis. Il retrouve du
glycogéne dans les granules et dans le cytoplasme, libre sous forme de rosette.

Toutes les hydrolases lysosomales ne sont pas engagées dans les mécanismes
de dégradation intracellulaire. En effet sous linfluence d'un stimulus extérieur, les
bivalves sont capables d'augmenter la synthése d'enzymes lysosomales dans les
granulocytes et de les libérer dans le sérum. Elles participeront ainsi a la défense
humorale de l'organisme.

3. 3. 2. Facteurs humoraux

Les facteurs humoraux sont synthétisés par les hémocytes chez les mollusques
et ensuite libérés dans le sérum ou ils peuvent agir a distance (Adema et al., 1991,
Chu, 1988). Il peut s'agir d'enzymes d'origine lysosomale, de lectines et de
substances antimicrobiennes.

3. 3. 2. 1. Enzymes lysosomales

De nombreuses enzymes lysosomales ont été mises en évidence
biochimiquement dans 'hémolymphe des bivalves, ainsi que dans ses deux fractions
séparées par centrifugation, le culot cellulaire et le sérum (Cheng et Rodrick, 1975;
Cheng, 1980). Chez C. virginica, I'activité des phosphatases acides et alcalines, des B
-glucuronidases et des lipases est plus élevée dans le culot cellulaire, alors que celle
du lysozyme est plus importante dans le sérum. Chez M. mercenaria seules les
phosphatases ont une activité plus élevée dans les hémocytes ( Cheng et Rodrick,
1974b).

Une large variété d'agents biotiques et abiotiques est capable de provoquer
I'hypersynthése d'hydrolases lysosomales puis leur libération dans I'hémolymphe,
jouant ainsi un role protecteur contre les agent infectieux et les particules exogénes
abiotiques (Cheng, 1983a, b; Chu, 1988). De nombreuses études mettant en
compétition des mollusques et des micro-organismes ont démontré ce phénoméne.

L'injection de bactéries ou de larves de parasites a entrainé expérimentalement,
chez B. glabrata, I'hypersynthése et la décharge dans le sérum de lysozyme (Cheng
et al., 1977), d'aminopeptidases (Mohandas et Cheng, 1985a), de phosphatases
acides (Cheng et Butler, 1979) ou des trois types d'enzymes (Cheng et Dougherty,
1989).
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Trois sites de reconnaissance cellulaire contrblent linduction de ces
mécanismes. Un premier site récepteur au niveau de la membrane plasmique regoit le
signal exogéne lors du contact entre les hémocytes et les particules étrangeéres, un
second présent sur la membrane nucléaire est responsable de Ihypersynthése
d'enzymes lysosomales. Une troisiéme catégorie de sites récepteurs intégrés a la
membrane des lysosomes active la libération d'enzymes ou dégranulation dans le
compartiment extracellulaire (Cheng ,1983a, b)

Mohandas et Cheng (1985), Mohandas et al. (1985) ont appréhendé les
événements morphologiques de la dégranulation des granulocytes de M. mercenaria.
Ce processus se produit naturellement, mais est largement amplifié pendant la
phagocytose. Ces études ont permis d'observer la migration des lysosomes de
Pendoplasme vers la membrane plasmique. Les organites forment des protusions a la
surface des granulocytes ou le long des filopodes avant d'étre rejetés a I'extérieur de
la cellule. Dans le sérum, ils sont entourés de leur membrane et de la membrane
plasmique du granulocyte dont l'intégrité est respectée pendant l'exocytose des
lysosomes.

3. 3. 2. 2. Facteurs cytotoxiques

Des essais de phagocytose in vitro ont mis en évidence la capacité des hémocytes de
M. edulis (Wittke et Renwrantz, 1984; Leippe et Renwrantz, 1988) et de C. fluminae
(Yoshino et Tuan, 1985) & sécréter des agents cytotoxiques contre des érythrocytes.
La production de ces molécules thermosensibles, de nature protéique n'est pas
permanente et peut étre induite sans la stimulation d'un contact entre les hémocytes
et les corps étrangers (Yoshino et Tuan, 1985).

3. 3. 2. 3. Lectines

Au paragraphe 3.3.1.2. nous avons relaté la présence de lectines, soit intégrées
a la membrane plasmique des hémocytes, soit libres dans le plasma chez les
invertébrés.

Chez les mollusques bivalves et gastéropodes, les hémocytes participent en
partie a la production de lectines du sérum (Vasta et al., 1982).

Ottaviani (1988b) a montré, a l'aide de techniques immunocytochimiques, qu'un
type d'hémocyte est responsable de la synthése d'agglutinines chez P. comeus.

In vitro, les hémocytes de M. edulis sont capables de sécréter des agglutinines
(Leippe et Renwrantz, 1988).
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3. 4. TRANSPORT ET EXCRETION

Peu de travaux concement la participation des hémocytes aux mécanismes de
transport et d'excrétion de corps exogenes. Leur rdle dans ['élimination des
xénobiotiques, et plus particuliérement des métaux lourds qui intéressent notre étude,
n'est pas complétement élucidé. Nous aborderons l'intervention des hémocytes dans
les processus de détoxication des métaux dans le chapitre |Il.

En injectant expérimentalement de l'encre a L.scabra, Cheng et al., (1969)
suivent son devenir dans l'organisme. Les particules d'encre sont rapidement
phagocytées par les hémocytes qui migrent vers l'extérieur a travers certains
épithéliums. Chez ce gastéropode, plusieurs organes sont concernés par I'excrétion
des hémocytes chargés. Outre les branchies et le tractus digestif, les reins constituent
le principal site de concentration des phagocytes. Ces derniers peuvent s'infiltrer entre
les néphrocytes et passer, par diapédése, directement & I'extérieur (Cheng ef al,
1969; Morse, 1987). lIs peuvent également vider uniquement leur contenu dans la
lumiére rénale. Cette voie semble étre plus importante, pour I'excrétion des agents
phagocytés non digérables. Cet auteur suggére que la voie d'élimination par
diapédése n'est pas un mécanisme spécifique puisque des hémocytes sont
continuellement évacués vers l'extérieur de cette fagon.

Alvarez et al. (1992) suivent des billes fluorescentes introduites dans le tractus
digestif de C. virginica . Les billes sont phagocytées par les hémocytes au niveau du
tube digestif et peuvent étre éliminées a travers les épithéliums du manteau et des
palpes labiaux.

Il : LE SYSTEME EXCRETEUR

Chez les bivalves, le systéme excréteur, situé dorsalement, est constitué du
coeur (un ventricule et deux oreillettes latérales), des glandes péricardiales intégrées
a la cavité péricardique qui communique avec les reins (voir figures 5 et 6) (Martin,
1983; Suzuki, 1985). L'ensemble constitue une zone de filtration, d'accumulation et
d'élimination des déchets du métabolisme et éventuellement des polluants (Morse,
1987, Andrews, 1988).

Le processus d'excrétion commence au niveau des prolongements (pédicelles)
des cellules péricardiques (podocytes) et de leurs membranes basales ou
'hémolymphe est filtrée. L'urine primaire qui en résulte arrive, par le canal
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rénopéricardique, aux reins ou elle est modifiée par réabsorption et sécrétion avant de
s'écouler dans la cavité branchiale (Meyhofer et al., 1985; Suzuki, 1985; Morse, 1987)
(voir figure 7).

Plusieurs travaux ont montré l'importance des organes du systéme excréteur,
pour le stockage et I'accumulation, puis pour I'élimination des métaux lourds ( Schulz-
Baldes, 1978; Carmichael et al., 1979; Simkiss et Mason, 1983; Robinson et al., 1985;
Benyahia, 1991). Les auteurs se sont le plus souvent penchés sur le réle des reins
dans ces mécanismes et n'ont que rarement abordé la fonction des glandes
péricardiales.

Avant d'étudier l'intervention du systéme excréteur dans les mécanismes de
détoxication des métaux, il convient d'appréhender la morphologie des différents
organes qui le constituent. En effet, quelques travaux ont décrit, par des techniques
d'histologie classique, 'anatomie des reins et de la glande péricardiale de Dreissena
polymorpha, mais aucune description ultrastructurale, a notre connaissance, ne
concerne ces organes chez cette espéce.

1. LES GLANDES PERICARDIALES

L'étude de Keber (1851), rapportée par plusieurs auteurs, fut la premiere
observation des glandes péricardialés, qui sont parfois encore appelées "organe de
Keber". Grobben (1888), cité par Andrews (1988), identifie la paroi auriculaire comme
la source du liquide péricardique, mais ne pouvant séparer les activités de filtration et
de sécrétion, il nomme cette zone spécialisée glande péricardiale.

Chez les bivalves, les glandes péricardiales sont formées par des cellules
appelées podocytes, par analogie aux cellules épithéliales entourant les capillaires
des glomérules rénaux chez les vertébrés et assurant les mémes fonctions, sécrétion
et filtration (Andrews, 1988).

1. 1. LOCALISATION DES GLANDES PERICARDIALES CHEZ LES BIVALVES
White (1942) les décrit chez quatre-vingts espéces de bivalves et constate une
grande variabilité de leur localisation dans la cavité péricardique, empéchant toute

généralisation systématique. Elles se situent, soit a la surface des oreillettes chez les
espéces primitives, soit & la surface de la paroi péricardique, a lintérieur ou a
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Figure 5. Représentation schématique du systdme excréteur et du systéme vasculaire associé de M.
edulis. (A) Vue latérale. (B) Section transversale. Abbréviations : A, oreillette ; ABV, veine branchiale
afférente ; AOV, Veine oblique afférente ; EBV, veine branchiale efférente ; EP, pore excréteur ; GA,
orifice génital ; GD, conduit génital ; K, rein ; LV, veine longitudinale ; M, manteau ; P, péricarde ; PAM,
muscle adducteur postérieur ; PC, cavité pricardique ; PG, glande péricardiale ; PM, membrane plissée ;
R, rectum ; RA, orifice rénal ; RPC, canal rénopéricardique ; RPF, orifice rénopéricardique ; S, sinus ; V,
ventricule. (Pirie ot George, 1978)
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Figure 8. Péricarde et organes associés de D. polymorpha. Vue latérale droite. Abbréviations: A,
oreifiette ; DK, rein distal ; EP, pore excréteur ; G, gill ; GA, orifice génital ; K, rein ; M, manteau ; P,
péricarde ; PAM, muscle adducteur postérieur ; PBRM, muscle rétracteur du byssus ; PG, glande
péricardiale ; PK rein proximal ; R, rectum ; RPF, orifice rénopéricardique ; V, ventricule. (Morton, 1968b).



l'extérieur de la cavité. Elles peuvent également occuper, simuitanément, les deux
positions. Les trois distributions se retrouvent chez les bivalves hetérondontes.

Meyhofer et al.(1985) étudient le systéme excréteur de plusieurs espéces de
bivalves, et observent des similitudes morphologiques et physiologiques pour les
bivalves appartenant & la méme sous-classe. Les glandes péricardiales sont
associées a la surface des oreillettes chez les protobranches et les ptéridomorphes
ou bien sont formées a partir d'évaginations de !I'épithélium dorsal de la cavité
péricardique dans un sinus sanguin, bordé a l'extérieur par le manteau et par la
cavité péricardique a l'intérieur.

Le processus par lequel les glandes péricardiales se sont développées sur la
paroi péricardique & partir des formes auriculaires primitives n'est pas connu, mais
semble indépendant des variations morphologiques des oreillettes (Suzuki, 1985).

La localisation auriculaire se rencontre principalement chez les bivalves marins,
les glandes péricardiales sont mieux développées en position péricardique chez les
bivalves estuariens et sont exclusivement péricardiques chez les bivalves d'eau
douce. Le passage des fonctions de filtration des oreillettes & la paroi péricardique
semble étre une adaptation des espéces 4 la vie en eau douce (Andrews, 1988).

Cependant, les glandes péricardiales de Dreissena polymorpha sont décrites,
trés succinctement par White (1942) au niveau des oreillettes et de I'épithélium
péricardique en position antéro-latérale par rapport au coeur. Morton (1969b) observe,
quant & lui, du tissu péricardique seulement en "position péricardiale”. Mais I'auteur
n'exclut toutefois pas la deuxiéme possibilité puisque l'histologie des oreillettes n'a
pas été réalisée dans ce travail.

1. 2. MORPHOLOGIE

Chez Dreissena polymorpha, les glandes péricardiales occupent une position
antérieure au coeur et émettent des extensions postérieures le long des axes
branchiaux (voir figure 6). La structure est formée, au repos, par des “tubules vides"
ou des cellules épithéliales dispersées reposent sur une lame basale (Morton, 1969b).

Chez M. edulis, elles constituent un diverticule de l'oreillette, & lumiére centrale
et paroi fortement invaginée (Pirie et George, 1979). Elles sont composées de cellules
épithéliales ou podocytes, riches en granules cytoplasmiques dont la taille varie de
0.3 a 3 pm de diamétre (Moore et al., 1980).

Elles sont constituées de nombreux tubules, entourés de tissu conjonctif dans la
partie antérieure latérale de la cavité péricardique chez Anodonta et Mercenaria
(Khan et al., 1988). Les diverticules, a épithélium simple, s'ouvrent dans la cavité



péricardique par de petits pores & l'avant du canal rénopéricardique chez Anodonta
calipygos (Suzuki, 1986).

L'étude ultrastructurale montre chez cette espéce, des podocytes de forme
iréguliére & noyau basal et sphérique entouré par les structures golgiennes. La
périphérie des cellules est occupée par de nombreuses petites vésicules et la
membrane plasmique montre des figures d'endocytose. Des vacuoles et des granules
de grande taille (2 &4 3 ym) et & électron densité variable occupent une large partie de
la cellule.

Le cytoplasme des podocytes contient des vésicules claires aux électrons de
tailie variable (30 a 200 ym) et des granules denses aux électrons 0.1 & 5 ym de
diamétre chez Anodonta et Mercenaria (Khan et al., 1988). Les granules contiennent
de fines particules de femitine denses aux électrons. La ferritine pourrait constituer
une forme de stockage du fer dans les glandes péricardiales et étre une source de
ferritine lors de la vitellogénése chez les bivalves, comme elle l'est chez les
gastéropodes (Misksys et Saleuddin, 1987; Khan et al., 1988).

Moore et al. (1980) ont mis en évidence des phosphatases acides et des
lipofuchsines dans les granules cytoplasmiques des podocytes de M edulis. Selon
Khan et al. (1988) les granulations pourraient étre des lysosomes contenant de la
ferritine.

Les travaux de Kato (1960), rapportés par plusieurs auteurs (Suzuki, 1986;
Andrews, 1988) ont mis en évidence divers métabolites tels l'acide urique, I'acide
hippurique, I'urée et la créatine au niveau des granulations cytoplasmiques.

Les cellules possédent de nombreuses microvillosités chez les espéces
hétérondontes étudiées par Meyhofer et al. (1985), alors que les surfaces cellulaires
sont relativement lisses chez les ptéridomorphes et les protobranches.

Le nombre de jonctions cellulaires est variable selon les espéces; elles sont
nombreuses chez Mytilus, ou les podocytes sont reliés entre eux par des jonctions de
type "spot desmosomes” et "gap". Les podocytes sont largement espacés et les
jonctions cellulaires rares chez Anodonta et Mercenana (Khan et al., 1988). Aucun
desmosome n'est observé entre les podocytes de Anodonta (Suzuki, 1986).

Les membranes basales des podocytes sont séparées de 'hémolymphe et du
tissu conjonctif par une fine lame basale (Morse, 1987; Khan et al.,, 1988). Dans la
partie basale, les cellules péricardiales émettent des prolongements cytoplasmiques
ou pédicelles dont les extrémités sont interdigitées et forment un réseau déiimitant
ainsi des fentes de filtration d'une largeur variable d'environ 20 nm (Morse, 1987), de
25 nm chez le bivalve marin Atnna pectinata (Suzuki, 1988) et de 30 nm chez A.
calipygos (Suzuki, 1986). Les fentes de filtration observées chez les bivalves



possédent la méme organisation que celles des podocytes de la capsule de Bowman
des reins de vertébrés (Khan et al., 1988; Suzuki, 1988) ou des cellules a pores des
gastéropodes (Boer et Sminia, 1976, Andrews, 1979) .

1. 3. ULTRAFILTRATION ET SECRETION

Le réseau de pédicelles et la lame basale constituent le site d'ultrafiltration de
I'hémolymphe (Morse, 1987). Chez les bivalves hétérondontes, le filtrat du sinus
sanguin passe a travers la bariére de filtration dans la lumiere des glandes
péricardiales puis s'écoule le long des tubules vers la cavité péricardique (Morse,
1987) (figure 7).

Comme chez les vertébrés, les mécanismes d'ultrafiltration de I'hémolymphe
chez les mollusques bivalves sont dépendants de la charge et de la taille des
molécules (Morse, 1987).

En effet, des sites anioniques sont révélés par des colorants cationiques au
niveau des lamelles basales chez les bivalves (Meyhofer et al., 1985) comme au
niveau de la membrane basale des glomérules rénaux chez le rat (Kanwar et
Farquhar, 1979). Les charges négatives peuvent influencer le passage des particules
a travers les barriéres de filtration.

Le devenir des composés transportés par 'hémolymphe et filtrés au niveau des
glandes péricardiales est différent selon leur taille. En effet, des études rapportées
par Martin (1983) montrent que le sulfonate indigo injecté dans 'hémolymphe est
rapidement transporté et accumulé par les reins, tandis que les particules colloidales
de carmin sont éliminées de I'hémolymphe trés lentement et retenues uniquement par
les podocytes des bivalves. Il en est de méme pour certains métaux, tel I'argent qui
est accumulé, au niveau du systéme excréteur de Chlamys varia exclusivement dans
les cellules péricardiales et non dans les néphrocytes. Le métal est dans ce cas lié a
des transporteurs qui sont phagocytés par les podocytes mais qui ne peuvent franchir
la barriére rénale (Martoja et al., 1989).

Par des injections de traceurs particulaires et hémoproteiques, associées a la
microscopie électronique a transmission, certains auteurs ont précisé, plus
récemment, |a taille des composés retenus par les cellules péricardiales.

Les particules dont le poids moléculaire est compris entre 40000 et 400000
daltons sont accumulées dans les podocytes chez plusieurs espéces de bivalves
(Meyhbfer et Morse, 1986), la feritine (480000 daltons, taille : 12 nm), molécule trop
volumineuse, est retenue au niveau de la lame basale qui constitue, d'apres ces
auteurs, le principal site de filtration. Marcaillou et Martoja (1990) abaissent cette
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échelle de taille puisqu'ils observent I'endocytose de la micropéroxydase (1880
daltons, diamétre moléculaire : 6 nm) par les podocytes de M. edulis. Par contre,
Andrews (1988) rapporte les travaux de Jennings concemant la pinocytose de
ferritine par les podocytes de Scrobicularia plana, ce qui élargit, en définitive,
I'échelle de taille entre 1880 et 480000 daltons.

En plus de leur fonction d'ultrafiltration, les podocytes seraient capables de
réabsorber certains ions et des molécules organiques comme du glucose & partir de
Purine primaire (Marcaillou et Martoja, 1990). La présence de microvillosités a l'apex
des cellules péricardiales, indiquant un site d'absorption, serait un argument en faveur
de cette autre fonction (Morse, 1987).

Les glandes péricardiales seraient donc impliquées dans la prise par
endocytose des constituants de I'hémolymphe, dans leur dégradation ou leur
accumulation dans le systéme lysosomal et enfin dans leur excrétion par
lintermédiaire du fluide péricardique vers la lumiére rénale puis vers le milieu externe
(Moore et al., 1980; Pirie et George, 1979). Les molécules les plus volumineuses
piégées, préférentiellement dans les podocytes au niveau du systéme excréteur,
seraient stockées et excrétées plus rapidement que les constituants de plus petite
taille, accumulés dans les reins et retenus plus longtemps a cet endroit chez M. edulis
(Marcaillou et Martoja, 1990).

Plusieurs travaux ayant montré la participation des glandes péricardiales dans le
stockage et I'élimination des métaux, cette fonction sera détaillée plus longuement
dans un chapitre suivant.

2. LES REINS CHEZ LES BIVALVES

Chez les bivalves, les reins , encore appelés "organes de Bojanus" possédent
une forme typique en U. lls mettent en relation la cavité péricardique et la cavité
suprabranchiale. lis se différencient en une branche proximale a partir du canal
rénopéricardique puis en une branche distale qui communique avec I'extérieur par
I'uropore dans la chambre suprabranchiale ( Martin, 1983; Morse, 1987, Andrews,
1988). Selon les espéces, de multiples variations anatomiques existent concernant le
niveau de fusion des reins, la différenciation du tubule proximal et distal et
l'importance des replis épithéliaux.

Les bivalves d'eau douce, osmorégulateurs, a l'inverse des espéces marines,
produisent une urine hypoosmotique par rapport & I'hémolymphe (Burton, 1983).
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L'osmolarité de 'hémolymphe, généralement trés faible chez ces espéces atteint une
des valeurs les plus basses (36 mosm) chez Dreissena (Horohov et al ., 1992). Les
reins jouent un rdle important dans le maintien de I'hypertonicité de 'hémolymphe en
produisant une urine hypoosmotique (Suzuki, 1986). La zone proximale est donc
impliquée dans la réabsorption des composés organiques et des ions essentiels a
partir de {'urine primaire (pro-urine) venant de la cavité péricardique. La région distale
est responsable de I'excrétion des déchets du métabolisme et de I'élimination des
polluants tels les métaux lourds (Khan et al., 1986; Andrews, 1988).

2. 1. LOCALISATION, MORPHOLOGIE ET PHYSIOLOGIE

Chez Dreissena polymorpha, I'organisation des reins est identique a celle
décrite chez d'autres bivalves. A la base du péricarde postérieur, les reins s'étendent
entre le muscle rétracteur du byssus et le muscle adducteur postérieur (figure 6). La
partie antérieure de la branche proximale communique avec la cavité péricardique par
la canal rénopéricardique cilié, sa partie postérieure débouche dans une branche
distale, divisée incomplétement en chambre latérale et médiane. Dans la portion
antérieure du tubule distal, un canal cilié conduit au pore excréteur qui s'ouvre dans la
chambre suprabranchiale. Les parties distales de chaque rein sont adjacentes et
communiquent entre elles (Morton, 1969b; Herwig et al., 1989).

Les observations chez d'autres bivalves hétérondontes d'eau douce tel,
Anodonta (Khan et al., 1986) et A. calipygos (Suzuki, 1986) ou marine tel, M.
mercenana (Khan et al., 1986; Morse, 1987) et Mytilus (Khan et al., 1986), constituant
les principales études ultrastructurales, montrent un épithélium proximal caractérisé
par des celiules prismatiques, dont I'apex est formé par des microvillosités ordonnées
en bordure en brosse et quelques cils. Des canalicules sont visibles a la base des
microvillosités. Le cytoplasme apical est rempli de petites vésicules et de vacuoles
plus grandes. De nombreux granules membranaires, & contenu électrondense
(lysosomes secondaires ou corps résiduels) ainsi que les structures golgiennes sont
localisés au dessus d'un noyau sphérique et central. La partie basale des cellules,
fortement invaginée, est en contact avec 'hémolymphe et les hémocytes du sinus
sanguin de l'autre coté de la lame basale. Des mitochondries en grand nombre sont
présentes dans le cytoplasme apical et basal, entre les invaginations.

De par ses caractéristiques ultrastructurales, I'épithélium proximal constitue le
site principal de réabsorption (Tiffany, 1974; Suzuki, 1986; Morse, 1987). Par des
études analytiques, Suzuki (1986) a confirmé cette fonction. En effet, les



concentrations des ions Na*, K* et CI- mesurées dans l'urine sont plus faibles que
celles de I'hémolymphe, indiquant ainsi leur absorption par les néphrocytes des
tubules proximaux. Il a aussi montré que des protéines qui avaient franchi la barriére
de filtration des podocytes, étaient également réabsorbées au niveau du rein proximal
de A. calipygos .

La portion distale, excrétrice, des reins est constituée d'un épithélium simple
caractérisé par des cellules & grandes vacuoles contenant des concrétions de nature
et de taille différentes chez M. mercenaria (Morse, 1987) et chez S. plana (Andrews,
1988). La membrane apicale montre des microvillosités nettement moins hautes et
moins nombreuses que celles des cellules proximales. Le noyau et les organites sont
repoussés dans la partie basale de la cellule par la vacuole apicale qui contient ou
non du matériel granulaire.

2. 2. NATURE ET FONCTION DES CONCRETIONS RENALES

Comme nous l'avons signalé auparavant pour d'autres sujets, la littérature est
trés riche en ce qui conceme la nature et la fonction des concrétions ou granules
rénaux chez les bivalves marins, mais il existe & notre connaissance, trés peu de
données sur ce théme chez les espéces d'eau douce.

De plus, Andrews (1988) admet, & juste titre d'ailleurs, qu'il régne une relative
confusion dans la bibliographie sur la distinction entre les corps résiduels, issus de la
dégradation ou de la séquestration lysosomale, et les concrétions d'excrétrion
caractérisées par leur richesse en phosphate de calcium (Doyle et al., 1978).

Chez les bivalves, les granules des reins peuvent étre extra ou intracellulaires et
varier énormément dans leur taille, leur concentration en calcium et plus
généralement dans leur degré de minéralisation.

Hignette (1979) montre la présence de sphérocristaux intravacuolaires, a
structure concentrique, fortement minéralisés, constitués principalement de
phosphate et d'oxalate de calcium chez Tridacna maxima et de phosphate et de
calcium chez Argopecten imadians (Carmichael et al., 1979).

Des nephrolythes faiblement minéralisés mais formés de matériel granulaire
dense et de débris cellulaires sont présents dans les reins de Adamussium colbecki
(Nigro et al., 1992).

Le contenu de certains granules intracellulaires, toujours limités par une
membrane, serait originaire du systéme lysosomal (Brown, 1982; George, 1983a, b).
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En effet, ce demier auteur met en évidence, entre autre, la présence de lipofuchsine
caractéristique des lysosomes tertiaires ou corps résiduels.

Par différentes techniques, Sullivan et al. (1988) isolent et analysent les deux
types de granules dans les reins de M. mercenarna. Les concrétions intraceliulaires,
inférieures 4 10 pm et riches en matériel organique sont issues du processus de
maturation lysosomal. Elles sont libérées ensuite, dans le milieu extracellulaire ou
elles fusionnent et accumulent des éléments inorganiques pour constituer les
concrétions extracellulaires d'une taille supérieure a 15 pm.

Des sphérocristaux, de 200 um, extracellulaires, formés essentiellement par du
phosphate et de I'oxalate de calcium, entourés et élaborés par une assise de cellules
épithéliales sont observés dans les reins de Pinna nobilis (Hignette, 1979).

Les formes extraceliulaires seraient issues des petits granules intracellulaires
sécrétés et agrégés dans la lumiére rénale (Brown, 1982; Sullivan et al., 1988) ou
recouverts de nouvelles couches concentriques de matériel (Doyle et al., 1978;
Carmichael et al ., 1979).

La caractéristique commune aux diverses concrétions rénales chez toutes les
espéces étudiées est, en plus de leurs constituants organiques ou minéraux, leur
forte teneur en éléments métalliques essentiels ou non tels Mn, Mg, Fe, Zn, Cu, Al,
Co, Cd, Pb. Elles jouent un rdle important dans le controle de I'accumulation et de
l'excrétion des métaux au niveau des reins des mollusques bivalves ( Carmichael et
al., 1980; Carmichael et Fowler, 1981; Seiler et Morse, 1988; Sullivan ef al., 1988).

Cependant, chez trois unionidés d'eau douce, Pynnénen et al (1987) identifient
des concrétions de pyrophosphate de calcium en quantité varnable au niveau de
divers organes tels les branchies, le manteau, la glande digestive. A l'exception des
cellules conjonctives bordant les épithéliums des tubules qui contiennent parfois
quelques granules inférieurs 4 0.5 ym, les tissus rénaux en sont pratiquement
dépourvus. Les granules minéraux des divers organes ne sont pas impliqués dans
'accumulation de métal quand ces espéces sont exposées au cadmium. Les seules
concrétions, chargées en métaux, mises en évidence dans les reins d'Anodonta ou
d'autres moules d'eau douce seraient, selon les mémes auteurs, de type "lysosomes
tertiaires”.

La formation des concrétions peut étre induite lors de stress environnementaux
telles des pollutions métalliques, des variations anormales de température ou de
salinité ou des conditions d'anoxie (Doyle et al., 1978). D'autres facteurs, comme les



cycles saisonniers ou le sexe des ‘individus peuvent également influencer leur
formation (Mauri et Orlando, 1982).

Chez certaines populations de Abra alba et de D. polymorpha, Secchi et Martoja
(1986) révélent la présence de concrétions trés faiblement minéralisées d'acide urique
dans les vacuoles des cellules rénales. Les néphrocytes décrits sont caractérisés par
une grande vacuole et des microvillosités apicales et par des invaginations basales. A
lencontre de toutes les autres descriptions de morphologie rénale, les auteurs
assimilent ces cellules & celles du tube proximal du néphron des vertébres,
responsables des processus de réabsotption.

Les concrétions, quand elles sont présentés, se montrent sous l'aspect d'une
sphére & couches concentriques éventuellement entourée de matériel pulvérulent ou
bien d'un agglomérat de petits grains et occupent toutes les cellules.

Cette étude valide des travaux anciens montrant la présence de concrétions
puriques chez des bivalves. Les auteurs concluent & l'existence de deux types
d'inclusions dans les reins, les unes strictement minérales et les autres constituées
d'éléments puriques associés a quelques éléments minéraux. Certaines populations
de dreissénes sont donc uricotéliques sans que cette caractéristique soii liée a un
besoin d'économie d'eau.

Cette forme d'excrétion rénale est généralement abandonnée chez les bivalves
au profit de la diffusion des composés azotes au niveau des branchies et des
surfaces palléales. On observe plutdt, au niveau des reins, un déplacement des
fonctions habituelles d'excrétion des composés puriques vers 'absorption et
Iexcrétion de métaux lourds circulant dans I'hémolymphe (rdle dévolu également aux
glandes péricardiales) et vers des fonctions de réabsorption développées surtout chez
les espéces d'eau douce (Andrews, 1988).

Le systéme rénal constitue chez de nombreux bivalves le site principal
d'accumulation et d'excrétion de divers métaux dont le cadmium chez M. mercenaria
(Robinson et Ryan, 1986; Morse et al., 1985), chez A. imadians (Carmichael et
Fowler, 1981) et chez deux moules d'eau douce, A. cygnea et A. anatina (Hemeiraad
et Herwig, 1988), le zinc chez A. colbecki (Mauri et al., 1990) et chez M. edulis (Lobel,
1987a; Lobel et Marshall, 1988) ou le plomb chez cette demiére espéce (Schuiz-
Baldes, 1974; 1977).

Lintervention des reins dans les mécanismes d'accumulation et de détoxication
des métaux sera abordée plus précisément dans le chapitre suivant.

-61-



Hi: LES MECANISMES DE LA BIOACCUMULATION ET DE LA
DETOXICATION METALLIQUE CHEZ LES MOLLUSQUES

Parce que de nombreux bivalves sont capables d'accumuler des concentrations
élevées de xénobiotiques, tels les métaux, sans présenter d'apparents effets
toxiques, ils sont communément utilisés comme bioindicateurs de poliution.

Ces caractéristiques ont conduit & de larges études concemant I'homéostasie
des métaux lourds et leur détoxication chez ces organismes. ,

Les mécanismes de prise du métal au niveau des organes en contact avec le
milieu extérieur, de transport par les cellules ou les protéines de I'hémolymphe, de
stockage et d'excrétion au niveau des organes du systéme excréteur ont été revus,
par différentes approches expérimentales, principalement chez des mollusques
marins.

Si toutefois plusieurs schémas généraux du métabolisme des métaux lourds ont
pu étre établis chez certains bivalves, de nombreux mécanismes restent encore
inexpliqués.

Une partie de nos travaux de recherche concernent la participation des
hémocytes et du systéme excréteur dans les mécanismes de stockage et de
détoxication de deux métaux (plomb et zinc). Cependant, afin d'aborder correctement
ces mécanismes, nous avons choisi de suivre les métaux depuis leur entrée dans
Forganisme et de présenter une synthése sur les processus d'absorption, de
stockage, de transport et d'excrétion des métaux chez les bivalves principalement
marins pour lesquels la bibliographie est disponible.

1.INTRODUCTION
1. 1. ELEMENTS ESSENTIELS, ELEMENTS NON ESSENTIELS

Pour le maintien de leur intégrité, les systémes vivants ont élaboré des relations
trés étroites entre les cellules et les métaux au niveau de leur absorption, de leur
transport, de leur stockage et de leur recyclage a lintérieur de la cellule. Ces
eléments entrent dans plusieurs catégories:

e C, N, O P et S sont impliqués dans la formation des molécules
organiques.
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e Na, K, Ca, Mg, CI et Si établissent la composition ionique des fluides
intra et extracellulaires et le maintien des équilibres ioniques. lis participent au
transfert des messages, de certaines substances.

e Co, Cu, !, Fe, Mn, Mo, Ni, Se, Zn et V représentent les éléments traces
essentiels assurant de nombreuses fonctions. lis sont impliqués dans les
réactions redox, le transport d'oxygéne ou les activités catalytiques des
métalloenzymes. lls peuvent étre également liés au site actif de 'enzyme et faire
partie intégrante de la molécule.

Exemples de métaux impliqués dans certaines activités enzymatiques chez quelques
mollusques (modifié d'aprés Simkiss, 1979; 1982; Simkiss et Mason, 1983)

Enzyme Métal impliqué
amylase Ca
cytochrome oxydase Cu
pyruvate kinase - Mg, Mn
catalase Fe
phosphatase alcaline Zn
lactate Zn
deshydrogénase

Certaines protéines comme la ferritine, participent au stockage du fer ou comme
les métallothionéines impliquées dans celui du zinc et du cuivre (Roesijadi, 1992).

Aux faibles concentrations, ces ions métalliques sont essentiels, quand leurs
concentrations augmentent ils peuvent devenir inhibiteurs puis éventuellement
toxiques.

e As, Ag, Cd, Hg, Pb représentent les éléments traces polluants qui ne
possédent aucun rdle biochimique fonctionnel. lls sont rencontrés en
concentrations élevées seulement a la suite d'activités anthropogéniques. lis
peuvent exercer leurs effets en parasitant les voies métaboliques des métaux
essentiels (Simkiss, 1979; 1982; George, 1982; Simkiss et Mason, 1983).

Les éléments traces se trouvent, par définition, en trés faibles concentrations |
dans I'eau. Essentiels ou non, ils sont potentiellement toxiques a un certain seuil de
biodisponibilité. En effet, les invertébrés aquatiques sont capables de les concentrer
dans leurs tissus a des niveaux largement supérieurs & ceux de 'environnement. La |
toxicité des métaux peut alors s'exprimer quand certains facteurs ont perturbé la prise
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du métal ou ont modifié les capacités des organismes a les contrdler et a les éliminer

:; (Rainbow et al., 1990).

1. 2. NOTION DE DETOXICATION ET DE BIOACCUMULATION

Il est important, surtout chez les espéces bioindicatrices, d'expliquer la
signification des concentrations métalliques rencontrées dans leurs tissus. Pour cela il
est nécessaire de mieux comprendre les stratégies de prise et de contrdle de métal
par les organismes (Rainbow et al., 1990).

Malgré de nombreuses données et les quelques modéles proposés pour
expliquer I'homéostasie des métaux, lourds en particulier, chez les mollusques, les
concepts de détoxication et de bioaccumulation se confondent encore.

¢ Deétoxication

~ Un exemple donné par Simkiss (1982) met bien en évidence la difficulté
d'interprétation des accumulations métalliques:

Quand un métal entre dans le systéme sanguin d'un organisme, il est lié par une
protéine circulante. Le complexe formé est phagocyté et pris en charge par le
systeme lysosomal des cellules. A ce stade, le métal est séquestré et immobilisé dans
des organites spécifiques. Comment interpréter et justifier cette accumulation
métallique? Comme un processus de détoxication et ou simplement comme le
turnover des protéines cytoplasmiques chargées du stockage du métal?

L'exemple des métallothionéines, illustre également cette difficulté. Par leur
fortes capacités a lier les métaux, elles sont habituellement impliquées dans les
mécanismes de détoxication du cadmium et du mercure ou dans la régulation
cellulaire de métaux essentiels comme le zinc et le cuivre. Cependant, leurs roles
restent un sujet de controverse.

Récemment, Cosson et al. (1991) proposent de bannir, en ce qui concerne les
métallothionéines, le terme de “protéines de détoxication". Elles ne seraient
impliquées, avec certitude, que dans I'homéostasie du zinc et peut étre du cuivre ; la
fonction de détoxication serait éventuelle et fortuite.

Pour conclure & l'existence d'un systétme de détoxication, un organisme doit
répondre a certains critéres qui sont rarement vérifiés dans leur totalité:
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- It doit montrer une tolérance croissante aux effets du toxique.

- L'activité détoxificatrice doit étre induite par la présence du toxique.

- L'activité de détoxication doit étre compartimentalisée dans certains
tissus ou cellules, protégeant ainsi I'organisme des effets du toxique.

- Le toxique doit &tre excrété sous une forme rendue non toxique par
cette activité (Simkiss, 1982).

¢ Bioaccumulation

Méme si tous les étres vivants bioaccumulent certaines molécules pour survivre,
le terme de bioaccumulateur a pris, plus récemment, un autre sens dans le contexte
du biomonitoring des pollutions métalliques dans les écosystémes aquatiques.

Chez de nombreuses espéces et pour divers métaux, une proportionnalité
directe existe entre les concentrations métalliques de I'eau et celles des tissus, méme
si ces demiéres résultent de plusieurs activités différentes au niveau des voies de
prise du métal (directe ou trophique), des sites d'accumulation (systéme digestif ou
rénal) ou de la vitesse du tumover de ces dépdts (Simkiss, 1982).

La notion de bioaccumulation repose sur deux composantes : la prise et la
rétention ou non, c'est a dire I'excrétion.

Simkiss (1982) et Cossa (1989) rapportent les travaux de Williams (1981) et
proposent une approche générale des processus de prise et de bioconcentration des
cations divalents (voir figure 8). La membrane plasmique est hydrophobe, les cations
métalliques sont hydrophiles et sont capables, sous forme libre ou liée (L3), avec
l'aide d'un ligand (L1) synthétisé par la cellule, de pénétrer dans le cytoplasme. Dans
ce compartiment, un second ligand (L2) piege le métal empéchant ainsi sa diffusion a
l'extérieur. Les ligands constituent un systéme de "piégeage” dont I'efficacité dépend
de la force de liaison des divers ligands.

Le stade ultime de liaison peut étre spécifique dans le cas des métalloenzymes

ou plus général dans les cas d'un systétme de détoxication comme les
métallothionéines (Cossa, 1989) ou les lysosomes tertiaires ( George, 1983a, b).

2. LA PRISE DU METAL
La prise de métal est plus élevée pour les organismes dans les écosystémes

aquatiques ou les animaux sont exposés aux métaux présents soit dans le milieu, soit
dans leur alimentation, sous forme dissoute et particulaire.
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Me (solid}
SEA-WATER
Me" = Mel
Mel
AN

Figure 9. Absorption des métaux divalents chez les bivalves. L, ligand ; Me, métal. (Cossa, 1989).



Elle est également plus soumise et influencée par les variations de I'environnement.
En effet, les changements de salinité, de pH, et de température ainsi que la présence
de matiéres en suspension ou d'agents chélatants peuvent modifier la spéciation du
métal et la physiologie des individus (George, 1982).

Le mécanisme de prise du métal chez les mollusques n'est pas complétement
élucidé et plusieurs voies de pénétration peuvent coexister (Simkiss et Mason, 1983;
George et Viarengo, 1985; Rainbow et al., 1990).

Les métaux peuvent traverser les membranes plasmiques par:

- Diffusion passive pour les formes ioniques ou complexées.

- Transport facilité par des ligands.

- Pinocytose pour les complexes organo-métalliques.

- Endocytose pour les formes particulaires (voir figure 8 et 9) (Simkiss et
Mason, 1984; Cossa, 1989).

2. 1. PRISE A PARTIR DE LA PHASE DISSOUTE

Chez les mollusques bivalves, la prise de métal dissous se produit
généralement au niveau des branchies et du manteau, largement en contact avec le
milieu extérieur, ainsi qu'au niveau du tractus digestif.

George (1980) avance une diffusion passive pour le passage du zinc et du
cadmium dans les branchies de Mytilus.

Chez la méme espéce, le cadmium passe dans les épithéliums de la branchie et
du manteau également par diffusion passive mais aussi li¢ a du mucus qui semble
posséder une forte affinité pour le métal (Nola et Duke, 1983). Le mucus pourrait
constituer une source de ligands améliorant ia prise de métal ( Simkiss et Mason,
1983).

Le cadmium parasite les canaux a calcium pour traverser les structures
membranaires des branchies isolées de C. virginica (Roesijadi et Unger, 1993). Ce
moyen de pénétration est accompagné d'une diffusion passive du métal au niveau
des épithéliums branchiaux de Anodonta anatina (Holwerda et al., 1989).

Les travaux de Simon (1986), rapportés par Cézard et Haguenoer (1992),
portent sur le transport du plomb a travers la membrane plasmique des hématies.
Celui-ci s'effectue presque en totalité d'une maniére passive. En effet, le potentiel
négatif inteme de la membrane accélére I'entrée du métal et réduit sa sortie.
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L'utilisation d'inhibiteurs caractéristiques des anions laisse penser que le plomb
traverse les barriéres membranaires non en tant que cation mais en tant que
complexe anionique. En effet, la vitesse de son entrée est directement proportionnelle
aux concentrations externes d'ions Pb2* et HCO3".

Toutes les voies de transport sont possibles pour un méme métal, leurs relatives
importances dépendent alors seulement de la spéciation du métal. La coexistence de
ces processus et la variabilité¢ de la spéciation chimique rendent le concept de
biodisponibilité trés complexe (Cossa, 1989).

2. 2. PRISE A PARTIR DE LA PHASE PARTICULAIRE

La distribution des métaux est trés complexe dans I'environnement, et il n'est pas
aisé d'évaluer chez les bivalves en tout cas, l'influence relative de la prise & partir des
phases solubles et particulaires. L'apport relatif des deux voies d'absorption dépend
également de la stratégie alimentaire des mollusques (Simkiss et Mason, 1983). En
effet, pour des bivalves filtreurs, dont fait partie D. polymorpha, la phase particulaire
en suspension représente une source de contamination potentielle trés importante
(Ettajani et al., 1992).

Chez C. gigas, plusieurs expériences en laboratoire ont mis en évidence une
dominance des apports par la voie directe (eau) comparés a ceux de la voie trophique
(particules alimentaires et sédimentaires) dans la contamination par le cuivre (Amiard
et al., 1986; Ettajani et al., 1992), par l'argent (Martoja et al., 1988b; Ettajani et al.,
1992) et par le plomb chez cette espéce (Amiard et al,, 1986) et chez D. polymorpha
(Benyahia, 1991).

Toutefois 'ensemble de ces résultats montre que la voie de contamination
trophique n'est pas négligeable et pourrait intervenir dans les expositions a long terme
(Ettajani et al., 1992).

La prise d'argent & partir de la phase particulaire reste insignifiante chez C.
virginica (Abbe et Sanders, 1990).

L'apport de plomb par les deux voies est identique chez M. edulis (Schulz-Baldes,
1974), mais comme le souligne Amiard et al. (1986) les conditions expérimentales ne
sont plus réalistes puisque les concentrations métalliques utilisées dans la
contamination par voie trophique sont cent fois supérieures a celles de I'eau in situ.
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Les épithéliums des branchies, du manteau et de la glande digestive sont
responsables de [l'absorption de particules de métal par des mécanismes
d'endocytose (George, 1980; George et Pirie, 1980).

M. galloprovincialis est capable d'accumuler des particules de plomb
supérieures & 0.8 pym a partir de 'eau de mer avec un facteur d'enrichissement de
2300 (Pertoldi et al., 1979).

Le plomb a été mis en évidence dans des vésicules d'endocytose dans les
cellules branchiales de M. edulis sans que le processus de pinocytose ne soit observé
(Schulz-Baldes, 1978).

Les événements de la pinocytose de particules d’'hydroxyde de fer sont observés
dans les cellules de branchies isolées de M. edulis (George et al., 1976).

Abra alba, bivalve sédimentivore, est capable de retenir par endocytose des
métaux sous forme particulaire ou liés aux particules de sédiments au niveau des
branchies et des diverticules digestifs. Le stockage des éléments absorbés ainsi est
assuré par le systéme lysosomal. Le devenir intracellulaire des métaux dissous
(Pb2+, Cu2*, Fe3* et Al*), assimilés par diffusion & travers les membranes sera
d'ailleurs identique chez cette espéce (Martoja et al., 19883).

Les différentes formes métalliques pourront étre complexées a lintérieur des
lysosomes par les protéines ou par les ions phosphates de ces deriers (Martoja et
al., 1988b).

2. 3. DEVENIR DES METAUX DANS LES ORGANES D'ABSORPTION

La séquestration des métaux dans les différents organes est due a des
mécanismes de liaison impliquant, selon la nature du métal, divers ligands. Ainsi, des
composés de type métallothionéines (Martoja et Martin, 1985; Amiard et al., 1986) ou
d'autres composés de nature protéique (Martoja ef al., 1988a; Berthet ef al., 1990)
peuvent complexer des métaux des groupes IB et IIB, alors que d'autres métaux, tel
le plomb, peuvent se lier avec des anions et précipiter sous une forme minérale
(Amiard et al., 1986).

Au niveau des organes de prise, tels les branchies ou le tractus digestif, les
métaux assimilés par les différentes voies sont rapidement compartimentalisés au
niveau du systéme lysosomal (George, 1982; Ballan-Dufrangais et al., 1985; Jeantet
et al., 1985, Martoja et al., 1988b).

En effet, l'accumulation de métaux dans les lysosomes est un phénoméne
général observé chez tous les étres vivants (Stemlieb et Goldfisher, 1976).
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Accumulées dans l'espace intralysosomal, les molécules non dégradables se
maintiennent sous leur état initial, les éléments métalliques libérés par désorption
deviennent disponibles pour l'organisme alors que d'autres se combinent avec des
groupements minéraux ou organiques. Le devenir de ces deriers groupements
dépend du type cellulaire concerné (Martoja et al., 1988b).

A partir de la glande digestive une fraction métallique accumulée peut étre
directement excrétée par lintermédiaire des féces (George et al., 1976; George,
1980; George et Pirie, 1980; Amiard et al., 1986).

Dans les branchies, certains métaux quittent le cytosol par exocytose et
s'accumulent a I'extérieur des cellules. Ainsi le plomb, associé & des carbonates et a
du calcium, forme des dépdts extracellulaires dans les lames basales bordant
I'épithélium branchial chez M. edulis (Marschall et Talbot, 1979).

Les métaux qui ne sont pas accumulés ou directement éliminés au niveau des
lamelles branchiales et de la glande digestive peuvent étre pris en charge par
I'hémolymphe, soit stockés dans les hémocytes ou associés & des protéines du
sérum. Par l'intermédiaire des hémocytes et/ou du sérum ils sont transportés vers les
autres tissus et particuliérement vers les organes du systéme excréteur ou ils seront
accumulés puis éliminés vers le milieu extérieur dans le courant urinaire (George et
al., 1976; Schulz-Baldes, 1977; George, 1980; George et Pirie, 1980, George et
Viarengo; 1985).

Plusieurs auteurs proposent une hypothése concemant le passage du métal
entre les compartiments branchiaux et hémolymphatique. Ainsi, au niveau des
cellules branchiales, les vésicules d'endocytose chargées d'éléments métalliques,
sont transportées vers la partie basale et déversent leur contenu dans l'espace
extracellulaire. La, les complexes métalliques sont phagocytés par les hémocytes et
transportés aux différents tissus (George et al. 1976; Coombs et George, 1978).

3. STOCKAGE ET TRANSPORT DES METAUX PAR LES CONSTITUANTS DE
L'HEMOLYMPHE

Depuis longtemps, de multiples études ont montré que les bivalves sont

capables d'absorber et de concentrer dans leurs hémocytes de nombreux métaux
présents dans le milieu naturel ou apportés lors de contaminations expérimentales.
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3. 1. CAPACITE D'ACCUMULATION DES METAUX PAR LES HEMOCYTES

Normalement présents dans l'eau a l'état de traces, de nombreux métaux et
métalloides (Cd, Ag, Mo, Zn, Br, Cu, Fe, Ca, S, Si, Al) sont détectés dans les
amoebocytes de la glande digestive de Pecten maximus (Ballan-Dufrangais et al.,
1982).

Chez un autre pectinidé des régions Antarctiques, A. colbecki, la microanalyse
révéle dans les hémocytes, au niveau de particules électron denses la présence d'Ag,
Se, Fe et de Cu (Nigro et al., 1992).

Chez les ostréidés, le cuivre et le zinc sont décelés ensembles ou
indépendamment dans les granules de certains hémocytes (George ef al., 1978; Pirie
et al., 1984) ou ils peuvent représenter respectivement 93 % et 85 % de la charge
totale de I'organisme (Thomson et al., 1985).

Les hémocytes & zinc et a cuivre de C. gigas constituent le site principal
d'accumulation du cadmium ( Martoja et Martin, 1985), du plomb (Amiard et al., 1986)
et de l'argent administré expérimentalement par voie directe et trophique (Martoja et
al., 1988a).

Chez Mytilus edulis, des teneurs élevées de plomb (Schulz-Baldes, 1977), de
zinc (George et Pirie, 1980) et de cadmium (Marschall et Talbot, 1979) sont mis en
évidence dans les hémocytes granuleux par microanalyse de rayons-X .

Les hémocytes jouent un rdle important dans la capture et le stockage du
chrome (Chassard-Bouchaud et Galle, 1988) et de l'uranium dont ils assurent
également en partie I'excrétion (Chassard-Bouchaud et al., 1983).

Le plomb et le zinc sont mis en évidence, par histochimie, dans les hémocytes
de D. polymorpha contaminée expérimentalement (Giamberini, 1987, Maarouf, 1988,
Benyahia, 1991).

Toutefois, la participation des hémocytes dans la bioaccumulation ou le
transport du cadmium n'est pas signalée chez D. polymorpha (Herwig et al., 1989) ni
chez deux autres moules d'eau douce A. cygnea et A. anatina (Hemelraad et Herwig,
1988).

L'intervention des hémocytes dans les mécanismes d'accumulation et de
détoxication des métaux lourds reste un sujet de controverse et n'est pas
complétement élucidée chez les mollusques bivalves.

Afin d'expliquer la présence de concentrations métalliques élevées dans les
hémocytes des bivalves, Simkiss et Mason (1983) avancent trois hypothéses:

o Le métal présent dans I'hémolymphe, sous forme particulaire ou associé a des
protéines est phagocyté par les hémocytes. Dans le milieu intracellulaire, le métal est
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traité comme n'importe quel matériel non digérable et est accumulé dans le
cytoplasme.

o La seconde hypothése suggére que les hémocytes constituent un systéme de
détoxication spécifique en capturant les ions métalliques de I'hémolymphe,
maintenant ainsi, les concentrations sanguines en dessous d'un seuil toxique.

Cette théorie est retenue ultérieurement par plusieurs auteurs. Chez P.
maximus les hémocytes stockent les métaux d'origine sérique et complétent ainsi le
réle des organes du systéme excréteur (Ballan-Dufrangais et al., 1985).

Chez C. gigas, le cadmium (Martoja et Martin, 1985) et I'argent (Martoja et al.,
1988a) sont compartimentalisés préférentiellement dans les hémocytes qui assurent
ainsi la détoxication des ces métaux.

L'implication des hémocytes dans cette fonction est appuyée, dans ces études,
par la faible participation des reins a I'élimination des métaux.

¢ La demiére théorie propose que le métal absorbé au niveau des branchies est
transféré aux hémocytes puis transporié par la circulation sanguine aux reins et a
d'autres organes ou il sera stocké ou excrété. Cette troisiéme hypothése indique que
les hémocytes seraient impliqués dans le transport spécifique des métaux.

3. 2. CAPACITE DE TRANSPORT DES METAUX PAR LES HEMOCYTES

Les travaux de Cuénot (1914) et de Strauber (1950), rapportés par Seiler et
Morse (1988), ont montré la capacité des hémocytes a phagocyter et & éliminer du
matériel particulaire. Seiler et Morse (1988) y font référence pour admettre que le pool
d'hémocytes présents dans les sinus sanguins autour des organes d'absorption
constitue le systéme de transport des polluants le plus probable.

George (1980) et Schulz-Baldes (1977) ont observé une période de latence de
accumulation du zinc, du cadmium et du plomb au niveau des reins de M. edulis,
alors qu'ils sont rapidement assimilés dans les divers organes de prise et dans les
hémocytes. Le décalage indique donc que des mécanismes de relais sont élaborés
entre les différents compartiments.

Chez Mytilus, le plomb (Schulz-Baldes, 1977; Coombs, 1977), le zinc (George,
1980; George et Pirie, 1980), le fer (George et al., 1976; Coombs, 1977), le cadmium
(George, 1980), ainsi que luranium (Chassard-Bouchaud et al, 1983) sont
transportés depuis les épithéliums d'absorption jusqu'au épithéliums d'excrétion par
lintermédiaire des hémocytes.
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Trés peu d'études mettent en évidence clairement la fonction de transport des
hémocytes.

Cependant, en contaminant des moules par du zinc radioactif, George et Pirie
(1980) parviennent a suivre le trajet du métal dans l'organisme (voir figure 10). La
moitié du zinc présent dans I'hémolymphe est inclus dans les granulations
cytoplasmiques des hémocytes qui assurent le transfert du métal depuis les branchies
ou le manteau jusqu'aux reins qui constituent le site principal d'accumulation
métallique.

Des complexes identiques d'Ag-Se, révélés dans les lames basales des
néphrocytes et dans les granules de type lysosomal des hémocytes de A. colbecki,
laissent penser que ces demiéres cellules sont responsables du transfert du métal
dans l'organisme (Nigro et al., 1992).

3. 3. LOCALISATION ET FORME DE STOCKAGE METALLIQUE

Le zinc et le cuivre sont détectés par microanalyse dans les granulations
cytoplasmiques des hémocytes chez certains ostréidés (George et al., 1978, Pirie et
al., 1984; Thomson et al., 1985). A ces endroits, le cuivre est associé a du soufre
(George et al., 1978; Amiard et al., 1986) et le zinc est associé a du phosphore
(George et al., 1978).

Chez Mytilus edulis, le zinc est également localisé dans les granules ou presque
la totalité (98%) est complexée a une protéine & poids moléculaire élevé, le reste
étant combiné a des sels (George et Pirie, 1980).

Le cadmium, mis en évidence dans les hémocytes a zinc et & cuivre chez C.
gigas est associé a une protéine sulfhydrilée (Martoja et Martin, 1985)

Le plomb est, comme les autres métaux, localisé dans les granules
membranaires des hémocytes chez Mytilus (George, 1980) et chez C. gigas (Amiard
et al., 1986) ou il est le plus souvent précipité sous forme de sels.

Dans les hémocytes comme dans les épithéliums de prise, les métaux sont
compartimentalisés dans des vésicules membranaires qui appartiennent au systéme
lysosomal. Ces mécanismes de détoxication cellulaire par séquestration des métaux a
l'écart du reste du cytoplasme expliquent que les organismes soient capables de
concentrer des métaux essentiels en excés ou d'accumuler des métaux non
essentiels sans que leur métabolisme cellulaire ne soit immédiatement affecté.
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Figure 10. Modéle illustrant la dynamique du zinc chez M. edulis. Les fldches pleines représentent les
voies connues, les fldches en pointiliés représentent les voies possibles. La taille attribuée & chaque tissu
est proportionnelle & sa charge en zinc, & l'exception du fluide sanguin qui contient seulement 0.5 % du
zinc total. (George et Pirie, 1980).



Le transfert des polluants aux organes excréteurs par lintermédiaire des hémocytes
pourrait suivre deux voies selon Seiler et Morse (1988). Dans un cas, les hémocytes
pourraient libérer leurs granules chargés dans les sinus rénaux. Les veésicules
entiéres ou seulement leur contenu seraient endocytés a la base des cellules rénales
et transportés & l'apex pour étre excrétés. Dans la deuxiéme voie, les hémocytes
chargés traversent les épithéliUms pour excréter, & I'extérieur, uniquement leur
contenu et pourraient ensuite soit regagner I'hémolymphe, soit étre éliminés
entiérement et alors étre perdus pour l'organisme.

Ces différentes voies restent actuellement théoriques méme si certaines
observations appuyant chacune d'elles existent (voir figure 10).

3. 4. TRANSPORT DES METAUX PAR LE SERUM

Dans f'organisme, un métal peut étre transporté par différentes voies. En effet,
les hémocytes ne phagocytent pas I'ensemble du métal présent dans I'hémolymphe.
Une fraction de métal, lié le plus souvent a des protéines, circule librement dans
I'hémolymphe et arrive aux reins directement ou par lintermédiaire du canal
rénopéricardique aprés le passage a travers les barrieres d'ultrafiltration des glandes
péricardiales.

Ainsi, le plomb arrivant aux reins dans l'urine primaire peut étre réabsorbé par
pinocytose au niveau des microvillosités apicales et immobilisé sous une forme inerte
dans des vésicules membranaires (Schulz-Baldes, 1977).

Les observations de George et Pirie (1980) montrent que la moitié du zinc, lié a
des protéines, non pris en charge par les hémocytes chez Mytilus est rapidement et
facilement phagocyté par les cellules rénales et inclus dans des granules minéraux.

Chez M. mercenaria, le cadmium peut suivre un cheminement identique dans
l'organisme. En effet, aprés le passage a travers les podocytes il est soit éliminé
directement avec l'urine soit réabsorbé a I'apex des néphrocytes. |l peut également
pénétrer dans les reins par leur partie basale ou il a été apporté par des protéines
sériques ou par des hémocytes (Robinson et al., 1985).

Les mécanismes de pinocytose du métal au niveau des microvillosités apicales
doit vraisemblablement coincider avec le processus normal de réabsorption rénale.
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Marcaillou et Martoja (1990) ont montré, a l'aide de différents marqueurs
particulaires et hémoprotéiques, que seules des molécules, telle la peroxydase (PM
44000), n'excédant pas 6 nm pouvaient étre réabsorbées par les cellules rénales.

4. SITES ET MECANISMES D'ACCUMULATION, DE DETOXICATION ET
D'EXCRETION DES METAUX DANS LES ORGANES EXCRETEURS

4. 1. CONCENTRATION METALLIQUE DANS LES GLANDES PERICARDIQUES

Trés peu de travaux, parmi les nombreux qui ont traité de la distribution et des
mécanismes de détoxication des métaux chez les mollusques bivalves, ont abordé la
participation des glandes péricardiales au processus d'accumulation et d'excrétion
des métaux.

Naturellement chez certaines espéces de gastéropodes, les granulations
cytoplasmiques des podocytes contiennent de fortes teneurs de cuivre et de fer
impliqués, respectivement dans la composition de 'hémocyanine ou de 'hémoglobine
et de la ferritine vitellogéne (Sminia et al., 1972 in Miksys et Saleuddin, 1987, Miksys
et Saleuddin, 1987). Cependant chez des bivalves, dépourvus de pigments
respiratoires, le fer, contenu dans la ferritine, est détecté dans les granules
cytoplasmiques (Khan et al, 1988).

Les caractéristiques morphologiques ultrastructurales et la présence d'enzymes
lysosomales dans les granulations cytoplasmiques des podocytes, mis en évidence
dans plusieurs études, laisse penser a une fonction excrétrice (Moore et al., 1980,
Khan et al, 1988).

En effet, les glandes péricardiques peuvent étre impliquées dans la prise, la
dégradation et I'élimination de certains constituants de 'hémolymphe. Le matériel
prélevé par endocytose, d'une maniére non spécifique, peut étre dégradé ou
accumulé dans le systéme lysosomal puis excrété (Moore et al., 1980).

Moore et al. (1980) et Marcaillou et Martoja (1990) ont montré la capacité des
podocytes & prélever dans I'hémolymphe des protéines de limportance des
peroxydases.
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Ainsi, le cadmium a été révélé dans les podocytes de M. mercenaria (Meyhofer
et al, 1983) et de D. polymorpha contaminés expérimentalement (Herwig et al.,
1989).

Les cellules péricardiques accumulent trés fortement l'argent chez C. varia
exposée au métal. En effet, rapportée au poids de l'organe, la teneur en métal est
probablement 'une des plus élevées de I'organisme (Martoja et al., 1989). Dans le
compartiment intracellulaire, I'argent est localisé dans les lysosomes ou il précipite
sous forme de sulfure.

Cependant, chez D. polymorpha, I'argent n'est pas détecte dans les podocytes
mais se concentre, uniquement, dans les hémocytes du tissu péricardique (Martoja et
Truchet, 1991)

Le cuivre et le plomb se concentrent dans les volumineux lysosomes, contenant
naturellement du phosphate de fer, des cellules péricardiales de C. gigas (Amiard et
al., 1986). Toutefois, la charge métallique de cet organe est moins élevée que celle
des reins.

Les glandes péricardiques pourraient donc constituer un des organes de transit
et d'excrétion des métaux lourds. En effet, les divers métaux accumulés sous forme
de concrétions dans les podocytes seraient libérés dans la cavité péricardique et
gagneraient la lumiére rénale. lls peuvent étre directement éliminés dans le flot
urinaire ou étre réabsorbés au niveau de la portion proximale des reins (Robinson et
al., 1985)

4. 2. DISTRIBUTION SUBCELLULAIRE DES METAUX DANS LES REINS DES BIVALVES

De nombreuses études ont montré que le rein de différentes espéces de
bivalves accumule un grand nombre de métaux et constitue I'organe principal de
concentration de certains métaux essentiels comme le zinc (George et Pirie, 1980,
Lobel, 1987; Mauri et al, 1990) et d'autres sans fonction métabolique connue tel le
cadmium (Carmichael et al., 1980; Robinson et Ryan, 1986, Hemelraad et Herwig,
1988) ou encore le plomb (Schulz-Baldes, 1977; Coombs et George, 1978).

Dans le milieu intracellulaire, les métaux lourds, selon leur nature, peuvent étre
stockés et détoxiqués soit par liaison a des protéines spécifiques, soit par
séquestration sous différentes formes dans des vésicules membranaires.

Ces différentes formes de détoxication peuvent également coexister pour le
méme métal dans un type cellulaire.

-11-



4. 2. 1. Stockage des métaux par liaison a des protéines spécifiques

La distribution intraceliulaire des métaux peut varier selon le métal et le tissu
concerné. Dans le cytoplasme Zn, Cd, Cu et Hg sont rapidement liés a des
métalloprotéines et immobilisés sous une forme inactive. D'autres métaux, comme le
plomb ne sont jamais liés par des thionéines cytoplasmiques. En effet le plomb qui
entre dans le compartiment cellulaire, sous diverses formes, est directement pris en
charge et immobilisé par le systéme lysosomal (voir figure 11 et 12) (George et
Viarengo, 1985).

Plusieurs auteurs ont isolé des composés de nature protéique, responsables de
la liaison des métaux dans le cytosol des néphrocytes chez plusieurs bivalves.

Une fraction du zinc, accumulé dans les reins de M. edulis, est associée a deux
ligands de nature protéique a faible poids moléculaire (5000 et 700-1300). Le ligand
de plus faible poids moléculaire est en partie responsable de la variabilité des teneurs
en zinc mesurées dans les reins (Lobel et Marschall, 1988).

Dans le cytosol des cellules rénales de M. mercenana, Cd, Zn, et Mn sont liés,
a des macromolécules de différents poids moléculaires (60000, 12000 et 7500 d)
(Cammichael et al., 1980) et Cd et Cu liés a des protéines de 14500 a 16500 daltons
(Robinson et al., 1985).

Le zinc et le cadmium sont associés a des protéines spécifiques de 45000
daltons dans les reins de P. magellanicus (Fowler et Gould, 1988).

La localisation subcellulaire des complexes métallo-protéiques est généralement
attribuée a la phase soluble du cytoplasme. Cependant, George (1983a) met en
évidence des métallothionéines dans les lysosomes primaires et secondaires des
néphrocytes de M. edulis.

En effet, les métalloprotéines sont continuellement recyclées par le systéme
lysosomal. Dans ce compartiment le métal, libéré de son association, est piégé dans
la matrice du lysosome pendant un certain temps avant son excrétion dans le milieu
extracellulaire (voir figure 11) (George et Viarengo, 1985; Bouquegneau et al., 1984).

4. 2. 2. Stockage des métaux dans des vésicules membranaires
Alors que les processus de liaison a des protéines constituent une des voies de

stockage des métaux commune aux vertébrés et aux invertébrés et que la
compartimentalisation dans les lysosomes reste largement répandue dans le régne
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animal, limmobilisation des métaux au niveau de sphérocristaux est réservée aux
invertébrés (Bouquegneau et al., 1984).

4. 2. 2. 1. Au niveau de granules minéraux

Certaines espéces de bivalves possédent, au niveau des reins, des granules
minéraux intracellulaires dont la composition chimique varie selon les espéces, les
individus et les cellules. lls sont composés principalement de calcium et de
phosphates mais aussi d'autres éléments dits majeurs tels Mn, Mg, Zn et Fe
accompagnés, naturellement, d'un grand nombre d'éléments mineurs comme Ba, Cu,
Cd, Sr, Ni, Pb, Cr, Hg, Co, Al (Doyle et al., 1978; Carmichael et al., 1979, Hignette,
1979; Sullivan et al., 1988).

Leur mécanisme de formation n'est paé connu, mais il semblerait qu'ils soient
constitués d'une matrice organique centrale recouverte de strates minérales (George,
1982).

Expérimentalement, les concrétions minérales de M. mercenaria sont
responsables de I'accumulation de 34.4 % de Mn, de 5.6 % de zinc et seulement de
1.3% de Cd (Carmichael et al., 1980). Cependant, chez la méme espéce (Morse et
al., 1985) et chez A. irradians (Carmichael et Fowler, 1981), elles jouent le rdle
principal dans la concentration et I'excrétion du cadmium.

M. edulis, exposée expérimentalement a I'uranium, immobilise le métal sous une
forme insoluble dans les sphérocristaux intra ou extracellulaires. En effet, a ce niveau
I'uranium est associé & des phosphates et en moindre proportion a Ca, Fe, S, Zn et
Cu (Chassard-Bouchaud, 1983).

Le plomb est incorporé dans les strates minérales et le cuivre dans les strates
organiques des sphérocristaux de Mytilus (Amiard et al., 1986).

Chez la méme espéce contaminée par le zinc George et Pirie (1980) détectent
le métal dans des granules plus ou moins minéralisés. Il semblerait que dans les reins
de cette espéce, des granules minéraux coexistent avec des granules d'origine
lysosomale.

Les concrétions intracellulaires, d'origine lysosomale, des reins de M.
mercenaria donnent naissance aux concrétions extracellulaires de grande taille mais
nettement moins riches en éléments organiques. Les granules extracellulaires
continuent a croitre dans la lumiére rénale en y accumulant préférentiellement des
éléments inorganiques. Chez certaines espéces, elles représentent d'ailleurs, le
systéme de séquestration des métaux lourds le plus important (Sullivan et al., 1988).
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Les études de contamination ont montré que les granules sont excrétés chez
les individus témoins et exposés. Toutefois, les mécanismes excréteurs sont
accélérés lors de I'exposition au métal (Cd, Carmichae! et Fowler, 1981; Mn, Zn, Miller
et al., 1985). Naturellement, ils peuvent également étre éliminés lors de la ponte des
gameétes (George, 1982).

Chez les bivalves, les granules minéraux forment un systéme de détoxication
trés efficace aussi bien pour les excés de métaux essentiels que pour les métaux
lourds.

4. 2. 2. 2. Au niveau du systeme lysosomal

Le systéme lysosomal est impliqué dans la dégradation des aliments et dans le
renouvellement des organites et des protéines cellulaires. |l est formé par un
ensemble de vésicules membranaires dont les stades de développement sont parfois
difficilement différentiables: les vésicules de pinocytose, les lysosomes primaires a
contenu plus ou moins dense aux électrons, les lysosomes secondaires et les
lysosomes tertaires ou corps résiduels, stade ultime, trés osmiophiles, contenant des
débris cellulaires.

Au niveau des reins comme au niveau des organes de prise le métal peut
s'accumuler dans les lysosomes. Cependant, les capacités des jeunes vésicules a
séquestrer les métaux sont plus faibles que celles des lysosomes secondaires et
tertiaires, plus agés (George, 1982).

Les métaux présents dans le cytoplasme sous différentes formes, inclus dans
des vésicules de pinocytose ou liés a des métalloenzymes et & des métalloprotéines,
sont pris en charge et séquestés dans les lysosomes secondaires puis tertiaires. Des
composés organiques mais aussi des métaux comme le zinc et le cuivre sont recyclés
et peuvent retourner dans le cytosol. Par contre, d'autres tel le plomb restent
immobilisés dans le systéme lysosomal (figure 12).

Ainsi le plomb (Schulz-Baldes, 1977; Coombs et George, 1978), le zinc (George
et Pirie, 1980; George, 1983b) et le cadmium (George, 1983a, b) ont été détectés par
microanalyse dans diverses vésicules du systéme lysosomal et principalement dans
les lysosomes tertiaires.

Stade terminal du développement lysosomal, ils contiennent du matériel
cellulaire ‘non digérable et sont composés de pigments lipoprotéiques fortement
insolubles ou lipofuchsines associés a une fraction métallique (10 % environ)
constituée essentiellement de fer, de zinc et de calcium (George, 1983a).
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Les granules ont été isolés et contaminés in vitro par le cadmium et le zinc
(George, 1983b). Les résultats expérimentaux ont permis de montrer que les granules
de lipofuchsine jouent un double réle dans le contrdle intracellulaire des
concentrations métalliques.

Ainsi, ils peuvent exercer un contrble thermodynamique en équilibrant le métal
cytoplasmique. Le mécanisme de liaison n'est pas spécifique, ils sont donc capables
de lier une grande variété de métaux, tels Ca** ou Mg** libres dans le cytoplasme
ou d'autres métaux associés a des complexes protéiques. Les éléments métalliques,
moins fortement liés & la périphérie du granule, peuvent regagner le cytoplasme
(figure 13).

Les granules peuvent également exercer un contrdle cinétique et agir comme
un piége pour les métaux excédentaires. En effet, dans la zone centrale du lysosome,
les réactions de péroxidation lipidique augmentent les liaisons intermoléculaires et
immobilisent les métaux sous une forme insoluble (figure 13).

De fortes concentrations de métaux sont ainsi accumulées et détoxiquées par
ces structures. En effet, dans les reins de Mytilus, des concentrations de 50 mg de Pb
/ g ont été mesurées (Schulz-Baldes, 1974). Les granules chargés en métaux
représentent un cinquiéme du volume cellulaire (George et Pirie, 1980).

Les invertébrés, a l'opposé des vertébrés sont capables d'excréter les corps
résiduels par des mécanismes d'exocytose (George, 1982, Viarengo, 1985).

lls peuvent étre excrétés dans la lumiére rénale de diverses maniéres. En effet,
la totalité du néphrocyte chargé de granules métalliques ou seulement sa partie
apicale contenant la majorité des granules sont éjectées dans la lumiére et quittent
l'organisme en méme temps que l'urine par I'uropore (Schulz-Baldes, 1977; George et
Pirie, 1980).

Les invertébrés aquatiques ont développé divers mécanismes efficaces pour
'lhoméostasie et la détoxication des métaux lourds: compartimentalisation dans des
vésicules membranaires ou formation de précipités inorganiques intracelluiaires. Les
deux modes de détoxication peuvent opérer en méme temps dans le compartiment
cellulaire pbur le méme métal.

Chez les bivalves le complexe, formé par les reins et la glande péricardiale,

constitue donc le centre de stockage et d'excrétion des métaux et des autres
xénobiotiques. |l est clair que les hémocytes font partie intégrante de ce systeme.
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Le modéle général proposé par George (1980) illustre et résume les différentes
étapes d'absorption, de concentration et d'élimination des métaux lourds chez les
mollusques bivalves (figure 14).

Cependant, ce modéle concemne préférentiellement les bivalves marins et serait
succeptible de présenter quelques modifications pour les bivalves d'eau douce,
soumis & des conditions environnementales différentes et ne possédant pas la méme
physiologie.

IV : EFFETS CELLULAIRES ET BIOCHIMIQUES DES METAUX

La demniére partie de la synthése bibliographique concerne I'évaluation de I'effet
des métaux sur les hémocytes a un niveau cellulaire et subcellulaire.

Comme il a été énoncé précédemment, les bivalves ont développé plusieurs
mécanismes pour réguler l'accumulation des métaux lourds dans I'organisme.
Néanmoins, la toxicité des métaux peut s'exprimer lorsque ces mécanismes sont
saturés.

1. EFFETS DES METAUX SUR LA POPULATION HEMOCYTAIRE
1. 1. EFFETS SUR LE NOMBRE DE CELLULES

Les hémocytes, comme nous I'avons montré au chapitre précédent, participent
au transport et a I'excrétion des métaux. On pourrait alors penser que les bivalves
répondraient au stress d'une pollution métallique par une surproduction d’hémocytes,
nécessaires a I'élimination de I'excés de métal.

Cette premiére éventualité fait intervenir les mécanismes de régulation inteme
des métaux chez les bivalves. Cependant quand les capacités de détoxication de
organisme sont dépassées, les métaux peuvent produire des effets toxiques
conduisant a la réduction du pool hémocytaire.

Trés peu d'études ont tenté d'évaluer l'effet des métaux sur le nombre
d'hémocytes chez les mollusques.

Expérimentalement, seuls les effets du cadmium et du cuivre ont été étudiés.
Selon lespéce, ils induisent des réponses diverses et parfois difficilement
interprétables.

Ainsi le cuivre ne provoque pas d'augmentation du nombre total d'hémocytes
chez C. virginica mais éléve la proportion des granulocytes (Cheng, 1988a).
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M. edulis, contaminée par le cuivre, montre un pourcentage de granulocytes
trois & quatre fois supérieur a celui des individus témoins (Pickwell et Steinert, 1984).
Dans cette étude, le taux de macrophages (selon la terminologie de Moore et Lowe,
1977) augmente puis diminue brusquement chez les moules exposées au meétal mais
également, ce qui est plus surprenant, chez les moules témoins. Certaines contraintes
expérimentales comme le mode de prélévement de 'hémolymphe ou les conditions
de jeCine peuvent, en partie, expliquer ces fluctuations anormales.

Utilisé & des doses largement inférieures a la CL 50, le cuivre ne provoque
aucun effet sur la quantité d'hémocytes chez Sunette scripta. Au contraire, utilisé a
des concentations proches de la CL 50, il diminue I'abondance des hémocytes chez
Villorita cyprinoides var. cochiensis (Suresh et Mohandas, 1990b). Les auteurs
proposent deux hypothéses pour expliquer ces fluctuations : Les effets toxiques du
cuivre ont entrainé la mort des cellules et / ou ont induit la participation des
hémocytes au transfert du métal aux sites de stockage et d'excrétion.

Le cadmium stimule I'némopoiése chez C. virginica mais diminue la proportion
des granulocytes, pouvant ainsi, éventuellement perturber les capacités de défense
interne de l'organisme (Cheng, 1988a).

Il provoque l'effet inverse sur le pool hémocytaire de O. edulis, en affectant
principalement le type d'hémocytes contenant du zinc et du cuivre (George et al.,
1983).

Des études comparatives entre des organismes, provenant de sites pollués ou
non, ont également mis en évidence des variations du nombre de cellules. En effet,
les individus soumis au stress poliuant montrent des taux plus élevés de granulocytes
circulants, impliqués dans l'élimination du matériel xénobiotique (Ruddell et Rains,
1975; Seiler et Morse, 1988). De plus, Seiler et Morse (1988) observent des
concentrations plus élevées de granulocytes, chargés de matériel particulaire, dans
les sinus autour des reins de M. arenaria provenant de sites contaminés.

Ces observations argumentent en faveur de la participation des hémocytes aux
mécanismes de tranport et d'excrétion des métaux.

1. 2. EFFETS SUR LES CAPACITES PHAGOCYTAIRES

Les hémocytes sont impliqués dans les mécanismes de phagocytose de tout
corps étranger, biotique ou abiotique, qui pénétre dans l'organisme. Ainsi des
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complexes métalliques particulaires peuvent étre pris en charge de cette maniére par
les hémocytes. La toxicité de certains métaux pourrait donc altérer ces fonctions.

Selon les conditions expérimentales, un métal peut induire différents effets.

Ainsi, in vivo le cuivre (1 ppm) inhibe la phagocytose chez C. virginica (Cheng,
1988b); in vitro, la méme concentration n'a aucun effet, tandis qu'une concentration
élevée de métal (5 ppm) stimule ce mécanisme (Cheng et Sullivan, 1984).

Il en est de méme pour le cadmium qui n'a aucun effet in vitro mais posséde
des effets stimulateur in vivo (Cheng et Sullivan, 1984; Cheng, 1988b).

Plusieurs métaux testés, in vitro, comme Pb, Zn, Mn, Cd a toutes les
concentrations et Co, Cr, Fe, Hg, Sn a faibles doses n'alterent pas les capacités
phagocytaires des hémocytes, tandis que 0.5, 1 et 5 ppm de mercure inhibent la

phagocytose (Cheng et Sullivan, 1984).
2. EFFETS DES METAUX SUR LE SYSTEME LYSOSOMAL

Les premiéres perturbations, induites par les xénobiotiques et observables dans
le compartiment intracellulaire, sont associées & certains organites particuliers comme
les mitochondries, le reticulum endoplasmique ou les lysosomes (Moore, 1985).

Dans divers organes, les lysosomes constituent le principal site de
séquestration des métaux et sont altérés en premier au niveau de leur intégrité

‘membranaire (Stemlieb et Goldfischer, 1976; Viarengo, 1985; Moore, 1985).

De nombreuses études ont montré que divers composés peuvent entrainer la
déstabilisation des structures membranaires des lysosomes et libérer ainsi les
hydrolases dans le cytoplasme (Sternlieb et Goldfischer, 1976).

Les réponses lysosomales sont utilisées comme indice de stress pour évaluer
les effets biologiques des pollutions métalliques ( Cheng, 1983a; Moore, 1985; Tabata
et al., 1991; Viarengo et Canesi, 1991; Regoli, 1992).

La glande digestive des bivalves posséde un systéme lysosomal
particuliéerement développé et représente un modeéle idéal pour évaluer les réponses
des lysosomes & une contamination métallique (Regoli, 1992).

Le cuivre, le cadmium et le mercure déstabilisent les membranes lysosomales
dans les cellules digestives chez plusieurs espéces de mollusques (Viarengo et al.,
1981, 1987; Moore et al., 1982; Chandy et Patel, 1985; Marigomez et al., 1989).
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Chez les bivalves les granulocytes, riches en enzymes lysosomales, pourraient
également servir de support aux études d'impact des contaminations métalliques
(Cheng, 1983a).

Trés peu d'études ont été réalisées dans ce sens chez les bivalves. Ainsi, le
cuivre induit une hypersynthése des lysozymes et leur libération dans I'hémolymphe
de Mytilus edulis (Pickwell et Steinert, 1984).

Suresh et Mohandas (1990a) observent des phénoménes d'inhibition ou de
stimulation des phosphatases acides dans I'hémolymphe de deux bivalves. Les
résultats sont trés variables en fonction des doses utilisées et du temps d'exposition
rendant linterprétation trés hasardeuse. Les doses les plus faibles provoqueraient
I'hypersynthése de phosphatases suivie de leur libératon dans le milieu
extracellulaire. les concentrations les plus élevées auraient un effet inhibiteur sur la
synthése enzymatique.

Cheng et Rodrick (1974a) notent également linhibition du lysozyme de
I'hémolymphe de M. arenaria par le zinc et le plomb.
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| : MATERIEL BIOLOGIQUE

1. LA MOULE ZEBREE, Dreissena polymorpha

1. 1. SYSTEMATIQUE ET REPARTITION GEOGRAPHIQUE

La position systématique du mollusque bivalve d'eau douce que nous avons
étudié dans ce travail est la suivante :

Embranchement : Mollusque
Classe : Bivalve

Sous classe : Hétérodonte

Ordre : Eulamellibranche

Super famille : Dreissenoidae
Famille : Dreissenidae

Genre : Dreissena

Espéce : polymorpha (Pallas 1771)

Encore appelée moule zébrée, D. polymorpha est originaire des bassins de la
mer Caspienne et de la mer Noire. Elle présente actuellement une répartition
géographique relativement vaste. En effet, depuis plus d'un siécle, elle a envahi la
plupart des lacs et des rivieres d'Europe.

Introduite accidentellement sur le continent nord américain en 1985 (Hebert et
al., 1989), elle a rapidement colonisé plusieurs grands lacs canadiens (Griffiths et al.,
1990).

Sa large répartition et sa rapide colonisation de nouveau milieux peuvent étre
en partie expliquée par la présence d'une larve véligére nageuse (Dreissena est une
des deux espéces de bivalves d'eau douce a présenter cette caractéristique (Morton,
1993)) et par les capacités de dérive bysso-pélagique des juveniles. Par ailleurs, un
appareil byssogéne trés actif permet aux adultes de se fixer sur des substrats
habituellement inoccupés par les autres espéces de bivalves (Morton, 1969b; Griffiths
et al., 1990).

1. 2. MORPHOLOGIE, ANATOMIE GENERALE

Sa morphologie et son anatomie générale ont été revues en détail par Morton
(1969b, 1993). Dreissena est caractérisée par une coquille mytiliforme, hétéromyaire,
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montrant de grandes variabilités morphologiques. De couleur généralement verdatres
ou brunétres, les valves sont ornées de bandes claires et foncées en chevrons
conférant a la coquille un aspect zébré, caractéristique de cette espéce (figure 15).

couronne de tentacules ainsi qu'un plus petit, lisse et exhalant assurent les courants
d'eau a lintérieur de la cavité palléale. Les deux bords du manteau sont réunis par
une simple fusion dorsalement et ventralement a I'exception de I'emplacement des
siphons et du pied.

La masse viscérale contient les gonades orangées et, dans la partie antérieure,
la glande digestive blanchatre et la bouche entourée des palpes labiaux. Dans la
partie dorsale, la cavité péricardique qui communique avec les reins contient le coeur,
traversé par le rectum, et les glandes péricardiales. Dans la partie ventrale, le pied
assure la locomotion et la sécrétion du byssus. De part et d'autre de la masse
viscérale, les lamelles branchiales sont constituées d'un accolement de filaments.

1. 3. PHYSIOLOGIE GENERALE
1. 3. 1. Reproduction

Les Dreissénes adultes sont a sexes séparés mais présentent quelquefois des
cas d'hermaphrodismes (Walz, 1978). La fécondation est extenme et les oeufs
donnent naissance a une larve véligére nageuse qui se fixera aprés quatre semaines
environ de vie planctonique (Morton, 1969¢; Mackie, 1991).

Les adultes sont matures lorsque ils ont atteint une taille de 8 4 10 mm. La
période d'émission des gametes s'étale de mai a septembre et est déclenchée par
une température supérieure a 12 °C (Tourari, 1988; Borcherding, 1991; Mackie,
1991).

1. 3. 2. Nutrition

Les Dreissénes sont suspensivores, I'eau apportée dans la cavité palléale par le
siphon inhalant est filtrée au niveau des branchies et les particules retenues sont
englobées par du mucus et dirigées vers les palpes labiaux et la bouche (Morton,
1969b). Elles sont capables de retenir des particules de 0.7 ym et montrent une
efficacité maximale quand les particules atteignent 5 pm (Sprung et Rose, 1988). Les
moules sélectionnent préférentiellement les particules de 15 a 40 pm et rejettent dans
les pseudofecés les plus grandes (Ten Winkel et Davids, 1982). Les capacités de
filtration et d'ingestion peuvent étre influencées par certains paramétres
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Figure 15. Dreissena polymorpha.



environnementaux comme la température, le pH ou bien encore la concentration
planctonique (Walz, 1978; Morton, 1969c; Sprung et Rose, 1988).

1. 4. ECOLOGIE

Les Dreissénes vivent habituellement fixées & toutes sortes de substrats durs
(Morton, 1969b) en densité trés élevée pouvant atteindre 200000 individus m-2 dans
certains lacs canadiens (Mackie, 1991). Elles sont également capables de coloniser
les fonds meubles de certains lacs occupés par des unionidés qu'elles utilisent alors
comme support (Mackie, 1991; Hunter et Bailey, 1992).

Par ailleurs, elles sont capables de se développer abondamment dans toutes
les canalisations d'eau des installations industrielles ou agricoles et peuvent poser
ainsi de graves problémes de salissures biologiques (Jenner et Janssen-Mommen,
1993; Barton; 1993).

Quand elles sont fixées, elles supportent des vitesses de courant supérieures &
1.5 m. sec-1. Par contre, cette vitesse empéche les larves de se fixer (Jenner et
Janssen-Mommen, 1993)

Certains auteurs observent une croissance des individus pour une température
minimale de 3 °C dans le Rhin (Smit et al., 1992). Morton (1969c), quant 2 lui, plagait
cette limite minimale a 12 °C.

D. polymorpha est rencontrée dans les eaux ou le pH atteint 9 mais est absente
des lacs ou les valeurs moyennes de pH sont inférieures 3 7.3 (Ramcharan et al.,

1992).
1. 5. REPONSE A LA CONTAMINATION METALLIQUE

- Comme nous l'avons déja souligné, D. polymorpha est largement utilisée
comme bioindicateur de pollution par les hydrocarbures et les métaux (Mersch et al.,
1992, 1993; Reincke, 1992).

En laboratoire, des contaminations expérimentales par les métaux ont montré
que la bioaccumulation du plomb-et du zinc est soumise a I'effet de facteurs biotiques
tel que la saison ou la quantité de nourriture disponible et de facteurs abiotiques tel
que ia température, I'EDTA ou d'autres métaux (Maarouf, 1988; Benyahia, 1991).

La contamination métallique peut perturber certaines fonctions pﬁysiologiques
comme ['activité de filtration ou de respiration et ainsi conditionner la quantité de métal
ingéré par les organismes. Le comportement de filtration des Dreissénes est affecté
par les métaux lourds. En effet, la contamination pendant une semaine par 1 mg. L-1
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de Pb ou de Zn entraine une diminution respectivement de 45 % et de 60 % du taux
de filtration (Mouabad, 1991).

Certaines CL 50 ont été déterminées lors d'expérience de toxicité sub-aigué :

Cu: 0,191 mg. L-1 en automne, 0,133 mg. L-1 au printemps, en 96 h (Mouabad,
1991)

Hg : 0,42 mg. L-1 en automne, 0,45 mg. L-1 au printemps, en 96 h (Mouabad,
1991)

Pb : supérieure & 10 mg. L-1 & 96 h (Mouabad, 1991)

Cd : supérieure & 14 mg. L-1 a 96 h (Mouabad, 1991),

D'autres CL 50 ont été mesurées au cours de contamination chronique dans le
cas ou aucun effet n'était visible a court terme:

Cd : 130 pg. L-1 a 11 semaines (Kraak et al., 1992).

Zn: 10,88 mg. L-1 & 28 jours (Maarouf, 1988)

Il : METHODES
1. TECHNIQUES DE MICROSCOPIE OPTIQUE
1. 1. PRELEVEMENT DE L'HEMOLYMPHE

La taille réduite des Dreissénes rend I'opération de prélévement de
I'hémolymphe relativement difficile et délicate. ,

Une bréche est pratiquée dans la partie dorsale de la coquille et 'hémolymphe
est ponctionnée a l'aide d'une seringue Hamilton de 50 L au niveau du sinus sous le
muscle adducteur postérieur (figure 16). On recueille pour chaque individu environ
150 pL d'hémolymphe.

Figure 16 : Schéma de D. polymorpha indiquant le sinus sanguin ol I'hémolymphe est
ponctionnée (modifié d'aprés Morton, 1969b).
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1. 2. FROTTIS D'HEMOLYMPHE

1. 2. 1. Préparation des frottis d'hémoiymphe

Quelques gouttes d'hémolymphe sont déposées sur une lame de verre
préalablement rincée par une solution de HCl a 1 % puis a l'eau distilliée. Les cellules
s'étalent spontanément pendant une quinzaine de minutes sur le support placé dans
une chambre humide.

Immédiatement aprés le dépdt, les cellules ont tendance a former des agrégats,
qu'elles quittent par mouvement amiboide. Quinze minutes sont nécessaires pour que
la plupart des cellules soient isolées sur le support et facilement observables.
L'excédent d’'hémolymphe est délicatement retiré et les cellules sont fixées pendant 5
minutes environ (Auffret, 1985) par quelques gouttes d'une solution de glutaraldéhyde
a 1 % tamponnée par le liquide de Sdrensen a 0.025 M, pH 7.4 ou par le cacodylate
a 0.025 M, pH 7.4. Cette derniére solution tampon est utilisée dans le cas ou les
préparations subissent des traitements cytochimiques ultérieurs. Les lames sont
ensuite rincées par la solution tampon et séchées a l'air.

1. 2. 2. Coloration des frottis d’hémolymphe

La coloration au May-Griinwald-Giemsa, largement utilisée a été retenue pour
I'observation et la description des types hémocytaires. Les lames, placées dans une
boite de Lavéran, face a colorer vers le fond, sont recouvertes de colorant de May-
Grinwald pendant 3 min. Un volume égal de tampon est alors ajouté et laissé en
contact 3 min. Il est remplacé immédiatement par une solution de colorant de Giemsa
diluée extemporanément au 1 / 20 pendant 10 min. Les préparations sont rincées a
'eau et séchées a l'air.

Les noyaux peuvent étre rouge-violets ou roses, mais le plus souvent violets
tirant sur le bleu. Les cytoplasmes basophiles sont colorés en bleu ciel ou bleu foncé,
les cytoplasmes acidophiles en rouge clair ou rosé. Les granulations acidophiles sont
colorées en orangé ou rouge, les granulations neutrophiles en rose-beige, les
granulations basophiles en bleu ou violet foncé.

1. 2. 3. Mise en évidence des phosphatases acides

Pour mettre en évidence les phosphatases acides dans les hémocytes nous
nous sommes servi du kit Sigma N° 386, employé en hématologie humaine, utilisant

-94 -



le phosphate de naphtol (AS-Bl) comme substrat. Les préparations sont incubées
dans une solution contenant du phosphate de naphtol (AS-Bl), de I'acide
phosphorique et du grenat rapide (GBC), composé diazoique. En duplicat, des
préparations sont traitées par du substrat contenant du tartrate. Le naphtol (AS-BI)
libéré par I'hydrolyse enzymatique se couple immédiatement avec le grenat rapide
formant ainsi des dépdts marrons aux sites d'activité. Les cellules contenant des
phosphatases acides sensibles a l'acide tartrique sont dépourvues d'activité.

1. 2. 4. Mise en évidence des estérases non spécifiques

Pour révéler les estérases non spécifiques dans les hémocytes nous nous
sommes servi du kit Sigma N° 91, employé en hématologie humaine, utilisant l'acétate
a-naphtyl comme substrat. Les préparations sont incubées dans une solution
contenant de l'acétate de naphtol et du bleu rapide. L'hydrolyse des liaisons esters
libére des composés naphtols qui se couplent avec le sel diazoique pour former des
dépdts noirs aux sites d'activité. Dans les préparations témoins, les estérases sont
inhibées par le fiuorure de sodium.

1. 2. 5. Mise en évidence des B-glucuronidases

Nous avons utilisés un kit Sigma N° 181 pour mettre en évidence les -
glucuronidases dont le principe est basé sur la réaction :

B-glucuronidases
B-D-glucuronide d'a-naphtol (AS-BI) + pararosaniline héxazotée (HPR)
— complexe coloré insoluble de naphtol AS-BI-HPR + Acide glucuronique

1. 2. 6. Comptage différentiel des hémocytes

Des comptages différentiels des différents types d'hémocytes ont été effectués
ponctuellement.

500 cellules sont alors comptées sur les frottis d'hémolymphe provenant de 10
individus. Le nombre de granulocytes neutrophiles facilement identifiables est évalué.

Des essais de comptage différentiels séparant les populations d'hémocytes peu
granuleux, des granulocytes et des hyalinocytes ont été réalisés sur 5 individus.
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1. 3. HISTOLOGIE
1. 3. 1. Préparation des tissus

Afin de préserver le plus possible l'intégrité anatomique des Dreissénes, une
seule valve est retirée par section des muscles adducteur postérieur et rétracteur du
byssus, puis I'animal in toto est plongé dans le liquide fixateur. Les tissus subissent
une préfixation pendant quelques heures puis la deuxieme valve est retirée
délicatement dégageant ainsi un coté morphologiquement intact. Les fixateurs de
Bouin Hollande ou de Camoy sont utilisés habituellement pour les observations
anatomiques. Le formaldéhyde & 10 % neutralisé et stabilisé par CaCO3 ou l'alcool
absolu sont utilisés pour les études histochimiques.

Aprés déshydratation et imprégnation, les tissus sont inclus dans la paraffine.
Des coupes d'une épaisseur de 6 a 7 ym sont réalisées sur microtome.

Le trichrome de Masson, 'hématoxyline de Groat, le bleu de toluidine ou le
rouge nucléaire sont utilisés pour la coloration des coupes.

1. 4. HISTOCHIMIE
1. 4. 1. Mise en évidence de l'acide urique et des urates

Nous avons employé une technique préconisée par Gomori 1946 (in Gabe,
1968) basée sur l'argentaffinité des urates. En effet, les urates ont la propriété de
réduire dans certaines conditions les solutions de sels d'argent, il se forme a leur
niveau un précipité noir d'argent métallique. Les coupes de tissus fixés a l'alcool
absolu sont traitées par le complexe d'argent-méthénamine puis par une solution
aqueuse de chlorure d'or. Elles sont ensuite rincées par I'eau distillée et par une
solution d'hyposulfite de sodium puis colorées par une solution de rouge nucléaire et
montées, entre lames et lamelles, dans du Depex.

1. 4. 2. Mise en évidence de la ferritine

Le fer contenu dans la ferritine est mis en évidence par la méthode de
Hutchison 1953 (in Humason, 1979). Les tissus sont fixés par une solution formée
d'un mélange de sulfate de sodium, d'acide acétique et de formol. Les coupes
déparaffinées et hydratées sont traitées par une solution contenant du ferrocyanure
de potassium et de I'acide chlorhydrique, a 56 °C pendant 10 min. Elles sont ensuite
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rincées dans I'eau distillée, colorées par le rouge nucléaire, rincées par l'alcool 70 ° et
montées comme précédemment. Le fer apparait en bleu -vert brillant.

1. 4. 3. Détection du plomb

Nous avons utilisé une méthode au chromate de potassium basée sur une
réaction de conversion des sels de plomb en cristaux jaunatres de chromate de plomb
par action d'une solution de bichromate de potassium.

Les tissus sont fixés par le fixateur de Moller (bichromate de potassium +
formaldéhyde) pendant 3 jours puis rincés 6 heures a l'eau courante et traités
classiquement. Les coupes sont colorées par le bleu de toluidine.

1. 4. 4. Détection du zinc
Trois techniques ont été utilisées pour la détection du zinc :

e Une méthode a la dithizone selon Mager et al. (1953) (in Ganter et Joller, 1970)
basée sur la formation d'un complexe coloré entre la dithizone et le zinc. Les
coupes sont traitées par une solution acétonique de dithizone, rincées par le
chloroforme et I'eau distillée. Le zinc forme un complexe coloré en rouge.

e Une deuxiéme méthode a la dithizone selon Sumi et al. (1991). Les coupes
déparaffinées sont traitées par une solution de dithizone dissoute dans du
diméthylsulfoxyde a 0.1 % pendant 5 min., rincées a l'eau courante, séchées a l'air
et immergées rapidement dans le xyléne avant d'étre montées. Le zinc, ainsi mis
en évidence, forme un complexe coloré en rouge.

e Une deuxiéme méthode selon Avry au réactif de Rush et Yoe (1959) (in Ganter et
Joller, 1970). Ce réactif, le zincon, forme avec le zinc un composé coloré en bleu.
Les coupes, provenant d'individus fixés par I'alcool absolu ou le formol neutre a 10
%, sont traitées par une solution tamponnée de zincon & 0.2 % puis rincées a
l'eau.

2. TECHNIQUES DE MICROSCOPIE ELECTRONIQUE

2. 1. PREPARATION DES ECHANTILLONS POUR LA MICROSCOPIE ELECTRONIQUE A
TRANSMISSION
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2. 1. 1. Fixation et inclusion des tissus

Le fixateur utilisé est une solution de glutaraidéhyde a 2 % (solution mére a 25
%, commercialisée par TAAB ou SIGMA) dans du tampon phosphate selon Sérensen
a pH 7,4 et a2 0,025 M en concentration finale.

Les organes sont disséqués et immergés immédiatement dans le fixateur
fraichement préparé, pendant 1 hou 1 h 30 a 4° C. lis sont ensuite rincés dans une
solution tampon de Sérensen a 0,05 M pendant 3 h & 4° C et postfixés par le
tétroxyde d'osmium & 1 % pendant 1 h a 4° C. L'étape de postfixation est supprimée
dans la préparation des échantillons a la microanalyse de RX.

Aprés un ringage, les tissus sont déshydratés par une série de solutions de
degré croissant en alcool (un bain dans de I'éthanol 30° pendant § min., 50° pendant
5 min., 70° pendant 10 min., 95° pendant 10 min. et 100° deux fois 15 min.) et par
deux bains de 15 minutes chacun dans de I'oxyde de propyléne.

Les tissus sont ensuite imprégnés progressivement par un mélange d'oxyde de
propyléne (O.P) et de résine (R), soit 1 h dans un mélange 70% O.P / 30% R, 1 h
dans un mélange 50% O. P / 50% R, et enfin 1 h dans 30% O.P / 70% R. Un bain
dans de la résine pure pendant 12 h, a température ambiante termine l'imprégnation
des tissus.

lis sont inclus, en bloc de plastique, dans de la résine fraichement préparée et
reposent 2 h avant 'étape de polymérisation en étuve : 1 h &4 37°C et 48 472 h 4 60°
C. La résine est un mélange Epon-Araldite dont les proportions des différents
constituants dépend de la dureté désirée.

2. 1. 2. Fixation et inclusion des hémocytes

L'hémolymphe prélevée est déposée au fur et 8 mesure dans un tube de type
Eppendorf contenant une solution de fixateur de glutaraldéhyde & 2% additionnée de
tampon Sérensen & 0,025 M a pH 7,2 permettant ainsi une préfixation des cellules.
L'ensemble est ensuite centrifugé doucement a 200 g pendant 5 min.

L'osmolarité de la solution fixatrice est légérement hypertonique par rapport a
celle de 'hémolymphe de Dreissena (36 mosm) dont la valeur fait partie des plus
basse rencontrée chez les bivalves d'eau douce (Horohov et al., 1992).

Le surnageant est éliminé et le culot cellulaire est remis en suspension dans
une nouvelle solution fixatrice de glutaraldéhyde & 1% pendant 30 min. Apreés une
deuxiéme centrifugation, les hémocytes sont rincés dans une solution tamponnée de
Sérensen a 0,05 M, pH 7,2 a 4° C pendant 3 h. La solution de ringage est éliminée
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aprés centrifugation, et les cellules sont postfixées par le tétroxyde d'osmium a 1% a
4° C pendant 30 min, La solution posfixatrice est éliminée et le culot cellulaire est
remis en suspension dans une solution de ringage pendant 10 min.

Afin d'éviter la dispersion des hémocytes dans le milieu d'inclusion et de faciliter
leur manipulation qui reste délicate, les cellules isolées subissent une double
inclusion, premiérement dans une solution de gélose, puis dans un mélange d'Epon-
Araldite: aprés une demiére centrifugation, le liquide de ringage est éliminé au
maximum. Quelques gouttes de gélose liquide a 1,5 % sont déposées sur le culot,
légérement agité afin de faciliter sa pénétration entre les cellules. Aprés quelques
instants, le culot de gélose solidifiée est retiré du tube et découpé en cubes d'environ
1 mm3.

Les cubes contenant les hémocytes sont ensuite traités comme les tissus
jusqu'a la polymérisation.

2. 1. 3. Coupes, coloration et contrastes

Les coupes sont réalisées sur un ultramicrotome LKB, Ultratome V. Des
couteaux de verre sont utilisés pour les coupes semi-fines (environ 1 um d'épaisseur)
qui sont recueillies et déposées sur une lame de verre, séchées et colorées par le
bleu de toluidine pour 'observation au microscope photonique.

Les coupes fines (70 a 100 nm d'épaisseur) réalisées a l'aide d'un couteau de
diamant, sont récupérées sur des grilles de 200 mesh en cuivre, ou en nickel pour la
microanalyse de RX. Elles sont contrastées par l'acétate d'uranyl pendant 10 min.
puis par le citrate de plomb pendant 5 min. selon Reynoids (1963).

L'examen des coupes est effectué sur un microscope électronique a
transmission JEOL CX 100 a 80 Kv.

2. 2. PREPARATION DES ECHANTILLONS POUR LA MICROANALYSE DE RX
2.2.1. Pourle ME.T.

Pour la microanalyse X, les tissus sont préparés classiquement comme pour le
M.E.T. selon les techniques de fixation décrites précédemment avec cependant
quelques modifications. L'étape de postfixation est, en effet généralement, éliminée
méme si certains échantillons postfixés ont été analysés. Les coupes fines d'une
épaisseur d'environ 100 nm, ne subissent pas de contraste supplémentaire pour la
microanalyse.



Par ailleurs, une technique cytochimique a été testée pour la préparation des
tissus provenant d'individus contaminés par le zinc. La fixation est effectuée pendant
1 h & 4 °C par le tétroxyde d'osmium a 1 % dans une solution de pyroantimonate de
potassium qui permet une meilleure rétention de certains cations, tels Ca** et Zn ++
dans les structures. Les tissus ne sont pas rincés mais directement déshydratés dans
les alcools et inclus classiquement.

Les coupes fines qui flottent sur I'eau, sont récupérées sur des grilles de nickel
de 200 mesh.

2. 2. 2. Pourle M.E.B.

Les organes du systéme excréteur prélevés et 'hémolymphe ponctionnée sont
déposés immédiatement sur des plots de carbone. Les préparations sont placées
dans une cloche & vide ou elles subissent une dessiccation. Cette technique de
fixation permet de minimiser les déplacements des différents éléments dans les
structures biologiques et d'éviter les artefacts dus aux associations inévitables entre
ces éléments et les éléments chimiques du liquide fixateur. En effet, Keller ef al.
(1992) ont montré que la technique de fixation des tissus animaux par dessiccation
est aussi performante que la fixation par l'azote a -196 °C quant au respect de la
composition chimique des structures biologiques.

2. 3. CYTOCHIMIE A L'ECHELLE ULTRASTRUCTURALE
2. 3. 1. Mise en évidence des phosphatases acides

Pour la recherche des phosphatases acides, nous avons opté pour la méthode
de Barka et Anderson (1962) qui utilisent le B-glycérophosphate de sodium comme
substrat.

Quelques modifications sont apportées pour ia préparation des tissus décrite au
paragraphe précédent :

- Dans le mélange fixateur, la solution tampon de phosphate est remplacée par
une solution tampon de cacodylate de sodium / HCI, 0.025 M a pH 7.4.

- La fixation se déroule a 4° C, sur glace pilée.

- Le temps de ringage des piéces de tissus est prolongé. Elles sont rincées 12 h
environ dans une solution tampon de cacodylate de sodium / HCl, 0.05MapH 7.4 a
4° C.
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De trés petits fragments de tissus (50 ym d'épaisseur sont recommandés) sont
lavés 20 min. dans le tampon utilisé pour l'incubation. Les tissus sont ensuite incubés
1 h & 37° C dans le mélange suivant :

Solution Volume (ml) Concentration
finale (mM)
e Tampon Tris / maléate 0.2 M, pH 5.2 10 40
» B-glycérophosphate de sodium, 0.1 M 4 8
¢ Nitrate de plomb, 0.02 M 6 24
¢ Eau distiliée 30

La réaction d'incubation est arrétée en plongeant les piluliers et les tubes dans
la glace pilée.

Aprés lincubation, les tissus sont rincés 40 a 60 min. dans plusieurs bains d'une
solution de tampon Tris maléate dilué deux fois.

Les fragments de tissus sont ensuite postfixés et inclus classiquement pour le
M.E.T.

Des préparations témoins sont effectuées par incubation des tissus dans un
milieu sans substrat ou additionné d'un inhibiteur de phosphatases acides comme le
fluorure de sodium (0.01 M).

Des modifications identiques sont apportées dans les solutions de fixation et de
ringage pour mise en évidence des phosphatases acides dans les hémocytes. Les
hémocytes isolés sont incubés dans des tubes de type Eppendorf. Aprés l'arrét de la
réaction, les cellules sont rincées, postfixées et incluses dans la gélose. Puis les
cubes de gélose contenant les hémocytes subissent les mémes traitements que les
tissus.

2. 3. 2. Mise en évidence des activités peroxydasiques

Jusqu'a I'étape d'incubation, les tissus sont préparés de la méme maniére que
précédemment. Les peroxydases exogénes sont ensuite mises en évidence dans le
milieu de Graham et Karnovsky (1966).

Les fragments de tissus incubent 45 min. a 37° C dans une solution de tampon
Tris, 0.05 M, pH 7.6 contenant 0.05 % de diaminobenzidine (DAB) et 0.01 % de
H202,

| S
WL 3

L gt
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Des préparations témoins sont réalisées par incubation des tissus dans un
milieu sans DAB.
Apreés l'incubation, les tissus sont rincés et traités classiquement pour le M.E.T.

2. 3. 3. Capture de traceurs par les organes du systéeme excréteur

La perméabilité du systeme excréteur a été étudiée au moyen de traceurs
particulaires et hémoprotéiques administrés aux Dreissenes par incubation in vitro ou
par injection. Nous ne rapporterons ici que les expériences concernant l'utilisation de
la peroxydase de raifort.

Les Dreissénes, dont une valve est retirée, sont immergées dans une solution
de peroxydase de raifort (Sigma type |l, PM 44000) a 1 %. D'autres individus ont regu
une injection de 10 pl de cette solution au niveau du péricarde. L'injection est
pratiquée par une petite bréche faite dans la partie dorsale de la coquille. Les moules
sont ensuite replacées dans I'eau. Les organes du systéme excréteur sont prélevés
apres 10, 30 et 60 min. d'incubation ou d'injection et fixés par une solution de
glutaraldéhyde a 2 % tamponnée par le cacodylate 0.025 M, pH 7.4. Les organes
d'individus témoins n’ayant subi aucune intervention sont €également prélevés et fixes.

Les tissus sont ensuite traités pour la révélation des peroxydases exogénes
selon la méthode décrite au paragraphe 2. 3. 2.

3. TECHNIQUES DE MICROANALYSE DE RX
3. 1. INTRODUCTION ET TECHNIQUES UTILISEES

Un échantillon bombardé par un faisceau d'électrons émet des rayonnements X
caractéristiques des éléments contenus dans cet échantillon. La microanalyse de RX
qui consiste en l'analyse des spectres X émis permet de définir sa composition
chimique.

Les rayons X émis sont caractérisés par leur longueur d'onde (1) et par leur
énergie (E) reliés par la relation : E=hc/A.

Deux types d'analyse sont donc possible :
1. Un premier type d'analyse par spectrométrie a dispersion de longueur d'onde

(WDS) dont nous rapportons ici simplement le principe puisque nous ne l'avons pas
utilisé dans notre travail de recherche. Elle correspond a la sonde de Castaing et
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comprend un cristal monochromateur courbé, un détecteur & gaz ionisé par les X
émis et une chaine d'analyse monocanale pilotée par ordinateur.

2. Nous avons employé le deuxiéme type d'analyse par spectrométrie a
sélection d'énergie (EDS) qui permet une acquisition de spectre trés rapide. Cette
méthode comprend :

e Un détecteur semi-conducteur Silicium-lithium qui transforme les
photons émis par l'échantillon bombardé d'électrons en charges électriques
proportionnelles & I'énergie des photons incidents. Le détecteur ou diode est
protégé par une fenétre trés fine en béryllium (0.4 um) ou norvar (0.3 um).

e Une chaine analogique formée d'un pré-amplificateur, d'un
amplificateur, d'un convertisseur analogique numérique, d'un rejet d'empilement,
d'un analyseur multicanal, d'un correcteur de temps mort et d'une mémoire de
stockage.

Le spectre total émis par l'échantillon est analysé a l'aide du systéeme
informatique couplé au spectrométre par des méthodes qualitatives et semi-
quantitatives.

Nous avons utilisé des techniques de microanalyse de RX en spectrométrie a
sélection d'énergie couplée aun M.E.-T.ouaun M.E.B. :

- Le M.E.T. de type Phillips CM 20 est associé & un spectrométre a sélection
d'énergie EDAX, a une tension de 120 Kv avec un angle de "take off" de 40 ° et un
diametre de sonde de 10 ou 14 nm.

- Le M.E.B. de type Jeol CX 35 est associé & un spectrométre & sélection
d'énergie Tracor de type Z max 30, a une tension de 25 Kv ou de 15 Kv, avec un
angle de "take off" de 28°.

Le temps de comptage est généralement de 100 secondes pour les deux
techniques, certains essais ont été réalisés en 200 secondes.

L'image X est un deuxiéme moyen d'évaluer la composition chimique des
structures biologiques. Elle est formée par une succession de points qui indiquent la
présence de I'élément permettant ainsi de visualiser sa distribution dans la zone
analysée. Les images X ont été obtenues avec des temps de pbse plus ou moins
longs, pouvant atteindre 13 heures.
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3. 2. TRAITEMENT DES ECHANTILLONS

Pour la microanalyse de RX, les Dreissénes sont prélevées aprés 35 jours de
contamination métallique. L'hémolymphe est ponctionnée, les reins et les glandes
péricardiales sont prélevés selon les techniques décrites aux paragraphes 2. 1. et 2.
2. sur les individus exposés aux plus fortes concentrations de chaque métal.

Pour chaque concentration métallique, les organes et I'hémolymphe de 5
individus ont été prélevés. Six ou sept spectres ont été généralement réalisés sur
chaque échantillon, représentant un nombre total d'environ 280 spectres pour
I'analyse couplée au M.E.B. et un nombre similaire pour le M.E.T.

Les techniques de microanalyse de RX couplées au M.E.B. ont été utilisées
dans le but, d'une part: de détecter le métal dans les divers organes (spectres) et
d'autre part d'obtenir des images X qui permettent de contrler la distribution de ces
éléments sur les tissus et de visualiser s'il existe des associations entre eux

Les specimens biologiques, de part leur ondulation de surface ne permettent
qu'une semi quantification de la concentration de chaque élément. Toutefois, cette
semi quantification est suffisante pour vérifier la présence ou I'absence de tel ou tel
métal et permet d'en contrdler I'évolution au cours d’'une expérience.

Cela a d'ailleurs été fait dans le cas de I'analyse des granules rénaux isolés de
D. polymorpha, nous avons mis en place des quantifications comparatives. Douze
éléments, toujours identiques, sont quantifiés & partir du spectre obtenu sur chaque
granule analysé. Les éléments C, H, O et N, identifiés mais non quantifies d'une
maniére correcte par ces techniques, ont donc été écartés.

4. ISOLATION DES GRANULES RENAUX

Les granules rénaux ont été isolés chez des Dreissénes provenant de deux
sites naturels différents : La Meuse au niveau de Commercy qui constitue notre
station de référence et la retenue artificielle du Mirgenbach recevant les eaux
échauffées de la centrale nucléaire de Cattenom, soumis a une plus importante
contamination métallique. Dans ces deux sites, les moules présentaient des
concentrations métalliques tissulaires différentes pour certains métaux au moment du
prélévement:
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Meuse* Mirgenbach*
Zn 128 115
Pb 0.2 1.2
Cu 9 32
Ni 17 13
Cd 0,7 | 1.3
Cr 0,7

* Les résultats sont exprimés en ug / g de poids sec

Dans chaque population de Dreissénes, les reins distaux de 50 individus sont
prélevés, rassemblés et traités par un procédé de digestion enzymatique selon
George (1983a) et Sullivan et al. (1988). Dix volumes d'une solution de protéase a
0,07 % (Sigma, Type XIV de Streptomyces griseus) dans du tampon Tris-HCI 100
mM, pH 7.5 sont ajoutés & chaque pool de reins. Le mélange est incubé pendant 24
heures a 37 °C sous agitation constante. Les granules sont sédimentés par
centrifugation puis rincés a I'eau distillée plusieurs fois de suite.

Une goutte d'eau contenant des granules est déposée sur une lame de verre et
séchée. Leur taille est évaluée sur un microscope optique a grossissement 1000.
Seuls les granules excédents une graduation (1.2 pm) sont mesurés.

Pour la microanalyse de RX couplée au M.E.B. une goutte d'eau contenant des
granules est déposée sur un support en carbone et séchée en étuve. Avant l'analyse,
les échantillons sont recouverts d'une mince couche de carbone.

5. CONTAMINATION METALLIQUE EXPERIMENTALE

5. 1. DISPOSITIF EXPERIMENTAL

5. 1. 1. Choix des métaux utilisés dans les expériences de contamination

Le plomb et le zinc, utilisés dans les expériences de contamination sont
largement répandus, sous formes particulaires et dissoutes, dans les écosystémes
aquatiques marins et continentaux. La présence de ces métaux dans les milieux
aquatiques a une double origine, naturelle et anthropique.

Malgré le ralentissement conjoncturel des activités sidérurgiques qu'a subi la
région lorraine pendant la demiére décade, les concentrations en plomb et en zinc
dans l'eau peuvent rester élevées sur certains sites le long de la riviére Moselle ou de
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ses affluents (Rapports de contrats parties | et ll, Laboratoire d'Ecologie, Université de '
Metz, 1985; Mersch et al., 1992).

Plusieurs études écotoxicologiques du plomb et du zinc chez D. polymorpha ont
été réalisées au laboratoire ou in situ sur la Moselle (Léglize et Crochard, 1987,
Maarouf, 1988; Pihan ef al., 1988; Benyahia, 1991; Mersch et al., 1992).

5. 1. 2. Systéme de contamination métallique

Pour les expériences en laboratoire, nous avons choisi un systéme de
contamination dynamique ouvert. Le dispositif est constitué de 5 bacs de 12 |,
disposés en cascade sur 3 étages (figure 17). Le bac de contrble se trouve & I'étage
supérieur, les bacs expérimentaux recevant les plus faibles doses métalliques (400 ug
L-1 de plomb (PbCl2) et 500 pg. L-1 de zinc (2nCl2)) sont placés sur l'étage
intermédiaire et enfin les bacs expérimentaux recevant les doses métalliques les plus
élevées (800 pg. L-1 de plomb et 1000 pg. L1 de zinc) sur I'étage inférieur.

Les 3 bacs des deux étages supérieurs regoivent directement de l'eau de
conduite, déchlorée sur charbon actif, amenée par une pompe péristaltique a galets
avec un débit de 100 ml min-1. Dans les bacs de I'étage intermédiaire, les solutions
métalliques sont apportées et ajustées a l'aide d'une pompe péristaltique a 400 pg. L°
1 de plomb et 500 ug. L-1 de zinc.

Les bacs de l'étage inférieur regoivent I'eau chargée en métal des bacs
supérieurs ainsi qu'une solution métallique supplémentaire apportée par une pompe
péristaltique ajustant les concentrations finales des bacs respectivement a 800 pg. L°
1 de plomb et 1000 pg. L-1de zinc.

Ce dispositif en cascade présente |'avantage d'économiser I'eau et de réduire la
charge métallique rejetée.

L'eau des bacs est maintenue a une température de 15.5+/- 0.5 °C et a un pH
de 7.6 +/-0.2 et oxygénée en permanence par un diffuseur d'air. L'homogénéisation
du milieu est assurée par un agitateur magnétique.

Les Dreissénes sont acclimatées aux conditions du laboratoire 3 jours, pendant
lesquels elles se fixent au support. Dans chaque bac expérimental, les supports en
carrelage sont surélevés par des cales permettant ainsi une meilleure circulation de
leau. .

Les moules sont nourries une fois par jour avec des algues vertes congelées. Le
glagon d'algues est suspendu par un systéme de potence au dessus de chaque bac
expérimental. En fondant, le glagon distribue doucement la nourriture aux Dreissénes.
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Figure 17. Dispositif expérimental de contamination métallique.



5. 1. 3. Culture du phytoplancton

Pendant les expériences de contamination métallique, nous avons opté pour un
apport de nourriture par séquence, plus facilement contrélable et moins onéreux
qu'un apport en flux continu. Nous avons donc nouri les Dreissénes une fois par jour
avec une espéce d'algue verte Chlamidomonas variabilis. Cette algue unicellulaire
flagellée ne possédant pas de paroi est facilement assimilable par les bivalves (Ten

Winkel et Davids, 1982). '
La culture des algues se fait en milieu liquide de Lefévre-Czarda modifié par

l'incorporation d'oligo-éléménts d'aprés Mugel et Férard (1978). Les cultures sont
réalisées dans des ballons de 1.5 | ou de 3 | pour obtenir une densité algale d'environ
5 millions de cellules / ml. Les repiquages sont fréquents pour éviter le vieillissement
cellulaire.

La solution algale est ensuite distribuée dans des tubes de 40 ml et congelée.
Un stock de “"glagons d'algues” est constitué avant l'expérience, facilitant ainsi la
maintenance du dispositif expérimental.

5. 1. 4. Dosage du plomb et du zinc dans I'eau et dans les Dreissénes

5.1.4.1. Dans l'eau

Chaque expérience d'intoxication par le plomb et le zinc a fait I'objet d'un
contréle permanent des concentrations en métaux dans l'eau. Pour cela, les
concentrations sont déterminées a partir d'un échantillon d'eau recueilli en continu
durant 48 heures, dans un flacon en polyéthyléne (2000 mi). Avant dosage, les
échéntillons sont acidifiés & 1% avec de I'acide nitrique normapur (69%). Les dosages
sont réalisés en spectrophotométrie d'absorption atomique en flamme pour le zinc
(Perkin-Elmer 2380) et au four graphique pour le plomb (Perkin Elmer 305B). Les
résultats étant exprimés en pg. L-1 de métal total, ne donne aucune information sur la
spéciation du métal dans les milieux d'intoxication.

5. 1. 4. 2. Dans les organismes

Pour chaque milieu d'intoxication, 16 Dreissénes sont prélevées et réparties
en 2 sous-échantillons de 8 individus en respectant une répartition homogéne des
tailles des coquilles. Aprés dissection des organismes, seules les parties molles sont
retenues, déshydratées puis broyées a la main dans un mortier. Environ 200 mg de
broyat sont minéralisés dans des tubes de 20 ml en polyéthyléne avec 3 ml d'acide
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nitrique nommapur dilué & 35%. L'attaque acide se fait sous pression pendant 24
heures a 70°C.

Le dosage des métaux est réalisé en absorption atomique en flamme pour le
zinc et au four graphite pour le plomb. Le protocole complet de minéralisation et de
dosage est détaillé par Mersh (1993).

5. 2. Effets des métaux sur les hémocytes
5. 2. 1. Effets sur le nombre total dhémocytes

Les comptages sont effectués sur 6 Dreissénes provenant des bacs témoin et
expérimentaux aprés 2, 7, 21, 28 et 35 jours de contamination.

Afin d'évaluer le nombre d'hémocytes circulants, 50 pl d'hémolymphe sont
prélevés de la maniére décrite précédemment et immédiatement dilués et fixés par
100 pi de formol @ 5 %. Les comptages pouvant étre ainsi différés sont réalisés a
laide d'une celiule de Malassez. ' ’

5. 2. 2. Effets des métaux sur les éapacités phagocytaires des hémocytes
5. 2. 2. 1. Effets des métaux in vivo

Afin d'évaluer d'éventuels effets produit in vivo par la contamination métallique
sur les capacités phagocytaires des hémocytes, nous avons modifié une méthode
utilisée par Fisher (1988) et Cheng (1988b) chez des bivalves marins. La phagocytose
de particules inertes de latex par les hémocytes d'individus contaminés
expérimentalement par les métaux est étudié in vitro sur lames de verre.

L'hémolymphe est prélevée chez les individus de contrdle et contaminés (n =4),
une goutte d'environ 50 pllest déposée sur une lame de verre. Aprés 10 min.
d'étalement, environ 25 pl d'une solution contenant des billes de latex colorées
(microsphéres de latex de 2 pym de diamétre, concentration de 107 / ml,
Polysciences) est ajoutée a I'hémolymphe. La préparation est replacée en chambre
humide et incubée 20 & 25 minutes. Les lames sont ensuite rincées délicatement puis
fixées et colorées classiquement. »

Pour chaque individu, 200 cellules sont observées au microscope optique. Le
nombre d'hémocytes qui ont phagocyté ou adhéré au moins une bil_le’ de latex sont
comptés et le pourcentage qui est ainsi déterminé constitue un indice de
phagocytose.
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Les prélévements sont effectués aprés 7, 22 et 35 jours de contamination.
5. 2. 2. 2. Effets des métaux in vitro

Pour évaluer in vitro I'effet des métaux sur les capacités de phagocytose des
hémocytes de D. polymorpha nous avons employé une méthode modifiée d'aprés
Vogel (1981) et Cheng et Sullivan (1984).

Les hémocytes sont mis en contact in vitro avec une solution contenant des
cations métalliques et des billes de latex. Les cellules ayant phagocyté des billes de
latex sont séparées du reste de la solution par centrifugation a travers une colonne
d'une solution visqueuse de polyéthyléneglycol. Les billes de latex non ingérées
restent dans la partie supérieure de la colonne tandis que les hémocytes plus
volumineux migrent au fond du tube.

Chaque traitement consiste a évaluer I'effet de deux cations métalliques a deux
concentrations différentes sur les capacités phagocytaires des hémocytes et de le
comparer a l'activité d'hémocytes non soumis aux solutions meétalliques, chaque
mesure est doublée. Nous avons étudié les effets de concentrations subléthales de
plomb (1 et 6 mg. L -1 de PbCl2), zinc (1 et 6 mg. L -1 de ZnCl2), cuivre (50 et 100
ug. L-1 de CuSO4) et mercure (100 et 200 pg. L-1 de HgCl2). Les concentrations
métalliques finales dans le milieu expérimental sont obtenues par des dilutions
successives a partir de solutions méres a 2 g. L-1.

Pour chaque traitement, I'hémolymphe de 45 Dreissénes est ponctionnée et
rassemblée, constituant un volume d'environ 10 mi. Un ml d'hémolymphe, contenant
environ 4 millions d'hémocytes, est réparti dans 10 tubes et centrifugé a 200 g
pendant 5 min. Les culots cellulaires sont rincés plusieurs fois dans une solution
isotonique de tampon Hepes, 5 mM additionnée de NaCl, 20 mM.

Les culots d'hémocytes sont remis en suspension dans 1 ml de solution
tamponnée contenant 2.108 billes de latex (Billes de latex Polysciences, 1 pm de
diamétre), seules dans le cas des tubes témoins ou additionnée de cations
métalliques. Les hémocytes sont incubés ainsi 2h a 25 °C sur une table a agitation
rotative (100 rpm). Aprés l'incubation, les contenus de chaque tube sont transférés
dans des tubes coniques contenant une solution aqueuse de polyéthyléneglycol 6000
(Sigma) a 20 % sur une hauteur de 7 cm. Les hémocytes sont séparés des billes
libres par centrifugation pendant 15 min. a 200 g. Le culot hémocytaire ainsi recueilli
est rincé puis lysé dans 1 ml de NaOH 1 N. Aprés 48 h, la proportion d'hémocytes
associés a des billes de latex est déterminée par la mesure de la densité optique a
560 nm de chaque lysat cellulaire.
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Chaque traitement est répété trois fois permettant d'obtenir 6 mesures témoins
et 6 mesures pour chaque concentration métallique testée.

Par ailleurs des culots d'hémocytes soumis ou non aux différentes solutions
métalliques et incubées en présence de billes sont fixés classiquement pour le M. E.
T. et inclus dans une résine a base d'Epon ne nécessitant pas une déshydratation par
le toluéne qui ne conserve pas les billes de latex. Les coupes semi-fines sont
effectuées et observées pour vérifier la phagocytose des microbilles par les
hémocytes.

5. 3. Effets biochimiques des métaux, approche expérimentale préliminaire

5. 3. 1. Evaluation cytochimique

L'activité des p glucuronidases et des phosphatases acides est évaluée sur des
frottis d'hémolymphe, traités pour la révélation des enzymes selon les méthodes
décrites aux paragraphes 1. 2. 3. et 1. 2. 5., provenant de 4 individus prélevés dans
chaque bac expérimental aprés 7, 21 et 35 jours de contamination.

5. 3. 1. 1. Les phosphatases acides

200 cellules sont comptées sur chaque préparation et réparties dans quatre
classes définies arbitrairement en fonction du nombre de granules positifs selon une
méthode de Moore et Gelder (1985) modifiée. La classe 1 comprend les hémocytes
dont des granules positifs occupent 0 & 25 % de la surface cellulaire, dans la classe
4, les granules occupent 75 a 100 % de la surface.

5. 3. 1. 2. Les B glucuronidases

L'activité des p glucuronidases est faible dans la population hémocytaire de D.
polymorpha. En effet, un seul type cellulaire correspondant aux hémocytes peu
granuleux réagit positivement & la présence de cette enzyme. Nous avons donc

choisi de retenir le nombre de cellules montrant une réaction positive pour les B
glucuronidases sur 1000 hémocytes comptes.

5. 3. 2. Dosage quantitatif des phosphatases acides
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5. 3. 2. 1. Préparation des échantillons d'hémolymphe

L'hémolymphe de 5 Dreissénes est prélevée suivant la méthode décrite
précédemment et rassemblée dans un tube maintenu sur glace pilée. A chaque
prélevement 5 pools d'hémolymphe sont ainsi constitués pour chaque concentration
métallique testée et pour le contrdle.

Les constituants de I'hémolymphe sont séparés par centrifugation & 200 g
pendant 5 min. Le surnageant, correspondant au sérum, est recueilli puis
immeédiatement congelé & - 20 °C. Une fraction de 100 pl de sérum, congelée
séparément, servira pour le dosage des protéines.

Le culot cellulaire est également immédiatement congelé a - 20°C jusqu'au
moment du dosage. A ce moment, le culot d'hémocytes est directement repris dans
750 pl d'une solution de triton X 100 a 0.1 % et lysé pendant 30 min. Une fraction de
100 pl est alors prélevée pour le dosage des protéines. Le reste du lysat cellulaire est
centrifugé 5 min. @ 200 g & 4 °C. Le surnageant recueilli servira au dosage des
activités enzymatiques.

5. 3. 2. 2. Mesure de l'activité des phosphatases acides

L'activité des phosphatases acides présentes dans I'échantillon est déterminée
selon la méthode d'Hillman (197 1) modifiée suivant les réactions :

phosphatases
a-naphtyl phosphate + HO ————  a-naphtol + phosphate
acides

a-naphtol + sel de Fast Red TR * — colorant azoique
(* diazo 2, chloro 5 toluéne)

L'activité  enzymatique est alors mesurée automatiquement par
spectrophotométrie (Cobas Bio) a 405 nm, en présence de 12,5 mmol. L-1 de
substrat, pH 5,1, 430 °C. '

Pour ces dosages nous avons utilisé un coffret de réactif bioMérieux, Enzyline,
phosphatase acide optimisé 10. Un contréle de qualité est effectué a l'aide d'une
solution de zymotrol.
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L'activité totale des phosphatases acides est exprimée en U / L. L'activité
spécifique des phosphatases acides exprimée en mU / mg de protéines cellulaires (1
U correspond a la transformation de 1 p mole de substrat par minute)

8. 3. 3. Dosage des protéines

Les protéines sont dosées dans chaque pool de sérum et de lysat cellulaire
selon la méthode de Bradford (1976) d'aprés un procédé Bio-Rad basé sur
I'absorbance d'un complexe coloré de Bleu de Coomassie et de protéines, mesuré a
595 nm. Les concentrations de protéines sont obtenues a partir d'une courbe
standard. La courbe étabile & l'aide d'une solution mére de BSA (Sérum Albumine
Bovine) & 2 mg / ml diluée au 1/ 100 ° dans du tampon Tris 50 mM a pH 8.5.

5. 3. 4. Essais d'inhibition des phosphatases acides par les métaux

Afin de vérifier un éventuel effet des métaux sur les phosphatases acides lors
de la préparation des échantillons d'hémolymphe, des essais d'inhibition par le plomb
et le zinc ont été réalisés in vitro sur cette enzyme dans le sérum uniquement.

L'hémolymphe de 8 Dreissénes est poolée et centrifugée, le sérum est recueill
dans un tube sur glace pilée.

Des échantillons de 125 pL de sérum sont mis en contact avec des solutions
métalliques de Pb*+ (10, 50, 100, 500 et 2500 ug L-1) et de Zn*+ (100, 500, 1000 et
2500 pgL-1) pendant 30 minutes. Chaque essai est répéte trois fois.

6. ANALYSES STATISTIQUES

Les comparaisons de moyennes figurant dans la partie résultats ont toutes été
réalisées a l'aide du test de Student (test t) appliqué a des échantillons de faibles
effectifs. Au préalable, I'égalité des variances, condition indispensable a I'application
du test t, a &té systématiquement vérifiée (test F du quotient des variances).

D'autres tests, mais non-paramétriques, tel que le test de Mann-Whitney, ont
également été utilisés mais les résultats ne différant pas de ceux obtenus a l'aide du
test t, seuls ces demiers seront considérés lors de I'exposé des résultats.
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TROISIEME PARTIE : LES HEMOCYTES ET LE
SYSTEME EXCRETEUR DE Dreissena




| : LES HEMOCYTES

1. MORPHOLOGIE CELLULAIRE
1. 1. OBSERVATION DES COUCHES MONOCELLULAIRES D'HEMOCYTES

Deux populations d'hémocytes circulants ont été distinguées aprés coloration
panoptique des frottis:

e La population des hyalinocytes
e La population des hémocytes granuleux

1. 1. 1. Les hyalinocytes

Les hyalinocytes possédent un cytoplasme d'aspect hétérogéne mais toujours
non granuleux. Le noyau, rond ou ovale, posséde une chromatine abondante
condensée en petites mottes et un ou deux gros nucléoles.

La coloration confére au cytoplasme une couleur bleue, a affinité basophile et
au noyau une couleur violette.

Aprés étalement, Ia taille des cellules peut varier de 20 a 50 pm. De forme
circulaire, les cellules les plus petites, 8 grand noyau entouré par trés peu de
cytoplasme, émettent de fins prolongements cytoplasmiques sur I'ensemble de leur
pourtour. Elles présentent des caractéristiques de cellules jeunes et peu différenciées
et pourraient étre considérées comme des prohyalinocytes (PL.| fig. 1et2).

L'ectoplasme des cellules plus grandes forme un voile régulier autour de la
cellule ou émet des filopodes de longueur variable donnant un aspect irrégulier aux
hyalinocytes (PL.I fig. 3 a 6). L'endoplasme, légérement coloré, peut contenir des
vacuoles variables en taille et en nombre (PL.| fig. 3 & 6) et un noyau dont la taille
varie entre 7 et 10 um. Les plus grands hyalinocytes, probablement moins mobiles,
n‘émettent plus de filopodes (PL.I fig. 5).

1. 1. 2. Les hémocytes granuleux
Deux sous populations cellulaires peuvent étre distinguées parmi la population
des hémocytes granuleux.

Les cellules appartenant & la premiére sous population présentent les mémes
caractéristiques nucléaires que les hyalinocytes et possédent par ailleurs un
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cytoplasme plus granuleux, contenant quelques inclusions de forme rondes a affinité
basophile (PL.ll et lll fig. 1 & 3). Certaines de ces cellules montrent des vacuoles
d'endocytose (PL.lII fig. 3).

L'autre sous population est représentée par des cellules dont 'endoplasme
contient de trés nombreuses granulations a affinité neutrophile aprés coloration
panoptique. Les granules cytoplasmiques de forme polyédrique possédent une taille
trés variable pouvant atteindre 2 um de diamétre (PL.IV fig.1, 2). Le noyau rond, d'un
diamétre de 3 & 5 pm, est généralement excentré. L'ectoplasme transparent s'étale
comme un voile autour de I'endoplasme et émet des prolongements cytoplasmiques
longs donnant ainsi a la cellule une forme irréguliére (PL.IV fig.1). Quand il ne forme
plus de filopodes, le granulocyte prend une forme plus réguliére en demi-lune (PL.IV
fig. 2).

Nous pouvons proposer, dés & présent, que les hémocytes & granulations
neutrophiles constituent chez D. polymorpha les hémocytes granuleux
caractéristiques, encore appelés granulocytes.

Nous avons pu remarquer, sur les frottis, la présence d'agrégats de cellules
formés immédiatement aprés le dépot de 'hémolymphe sur le support et a partir
desquels les hémocytes migrent en se déplagant par mouvement amiboide. Les
agrégats ont tendance a disparaitre aprés 40 minutes d'étalement, les cellules sont
alors fortement étalées et montrent de nombreuses vacuoles.

1. 2. OBSERVATION DES HEMOCYTES EN MICROSCOPIE OPTIQUE SUR COUPES
HISTOLOGIQUES ET SEMI-FINES

A linstar des autres bivalves, D. polymorpha posséde un systéme circulatoire
semi-ouvert qui permet non seulement aux cellules d'envahir les sinus bordant les
différents organes mais aussi d'infiltrer leurs épithéliums. Les cellules circulantes
observées sur les frottis sont donc également présentes dans tous les tissus baignés
par I'némolymphe (PL.V fig. 1 a 3).

1. 2. 1. Les hyalinocytes
Généralement de forme arrondie, ils mesurent 7 & 10 pym et possédent un

cytoplasme clair, finement granuleux; le noyau rond, d'environ 6 ym de diamétre,
contient un ou deux nucléoles et une euchromatine, répartie en mottes.
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Des stades plus jeunes dont la taille varient entre 5 & 6 ym sont également
observés (PL.V fig. 1).
Dans ce type cellulaire, le rapport nucléocytoplasmique est éleve.

1. 2. 2. Les hémocytes granuleux

Dans cette population a faible rapport nucléocytoplasmique, les cellules
mesurent environ 12 um et présentent un cytoplasme trés granuleux et un noyau de 4
a 5 pm de diamétre contenant une chromatine condensée en petites mottes (PL.V fig.
143).

Les figures 18 A et 18 B schématisent l'aspect des différents types
hémocytaires chez D. polymorpha.

2. MORPHOLOGIE ULTRASTRUCTURALE

Les observations ultrastructurales ont permis de retrouver les deux populations
d'hémocytes chez D. polymorpha: les hyalinocytes et les hémocytes granuleux.

2. 1. LES HYALINOCYTES

Ces cellules sont caractérisées par l'absence presque totale de granulations
cytoplasmiques. A tendance sphérique, leur contour peLIt étre imrégulier par la
présence de prolongements cytoplasmiques. Les hyalinocytes ont un diamétre
moyen de 7 um, un noyau central sphérique ou ovale mesurant environ 4 pym et sont
donc caractérisés par un rapport nucléocytoplasmique élevé (PL.VI fig.1, 2 et PL.VII
fig. 1). .

Le noyau contient une chromatine abondante, condensée en petites mottes et
en liseré périnucléaire ainsi qu'un ou deux nucléoles (PL.VI fig.1, 2).

Le cytoplasme des hyalinocytes contient diverses organites :

e Des petites granulations rondes ou allongées de 0.1 a 0.3 ym regroupées par dix
ou quinze forment un ou deux amas dans le cytoplasme. Ces vésicules, limitées
par une membrane, contiennent une matrice amorphe moyennement
électrondense (PL.VI! fig. 2).

e Quelques structures limitées par une membrane, rondes a contenu peu dense aux
électrons, probablement de nature lipidique (PL.VII fig. 3).
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a. Hyalinocyte.

b. Stade de développement jeune, prohyalinocyte.

Figure 18 A. Aspect des hémocytes de D. polymorpha sur frottis



a. Granulocyte.

b. hémocyte peu granuleux.

=

2 pm
Figure 18 B. Asped des hémocytes de D. polymorpha sur frottis



° Le réticulum endoplasmique rugueux peu développé situé principalement

autour du noyau sous forme de petites citemes allongées (PL.VI fig. 2, PL.VII fig. 2).

e Le réticulum endoplasmique lisse est abondamment développé et dispersé dans
le cytoplasme en petites vésicules polymorphes ou en fines citeres allongées
(PL.VII fig. 2, 3).

o L'appareil de Golgi peu fréquent dans les coupes est constitué par des
dictyosomes de 4 a 5 saccules.

¢ Les mitochondries sont isolées ou réunies en petits groupes prés du noyau (PL.VI
fig. 2, PL.VII fig. 1).

2. 2. LES HEMOCYTES GRANULEUX

Les cellules sont généralement de forme arrondie mais peuvent étre irréguliére
quand l'ectoplasme émet des prolongements cytoplasmiques. Elles atteignent 10 ym
de diameétre et possédent un noyau rond et excentré de 3 a 4 um de diameétre dont la
chromatine est condensée en grosses mottes et en liseré périnucléaire. Leur rapport
nucléoplasmique est faible (PL.VII fig. 1, 2).

Les granulocytes sont caractérisés par de nombreuses granulations
cytoplasmiques (PL.VIil fig. 1, 2). Ces demiéres ont une forme variable, et peuvent
étre rondes ou polyédriques et mesurer entre 0.3 et 1.2 pm de diamétre (PL.IX fig.1,
2). Les granules sont entourés par une membrane simple et contiennent une matrice
modérément électrondense homogéne et amorphe ou quelques petits corpuscules
sphériques correspondant & des débris membranaires peuvent étre parfois observés
(PL.IX fig. 2). La matrice occupe le plus souvent tout le volume.

Le cytoplasme des hémocytes granuleux contient par ailleurs des petites
vésicules membranaires claires, du réticulum endoplasmique lisse sous forme de
saccules dispersés et un appareil de Golgi développés (PL.IX fig. 1, 2, 3). Les
mitochondries rondes ou allongées sont distribuées entre les granules ou rejetées a la
périphérie de I'endoplasme (PL.VIII fig. 1, 2).

D'autres structures membranaires, correspondant a des phagosomes ou a des
corps résiduels de trés grande taille (PL.X fig. 1, 2) sont également observables dans
certains granulocytes qui, par ailleurs, ne possédent plus que quelques granulations.
Ces cellules, correspondant a des stades agés de maturation, sont quelques fois
circulantes dans I'hémolymphe (PL.X fig. 1) ou mobilisées au niveau des organes tels
que les reins (PL.X fig. 2).
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Parmi la population des hémocytes granuleux nous avons également observé
des cellules possédant les mémes caractéristiques que les granulocytes
précédemment décrits mais dont les granules nettement moins nombreux sont de
plus petite taille (0.5 pm de diamétre environ) (PL.XI fig. 1). Aucun élément
actuellement ne permet de dire si ces hémocytes constituent un type cellulaire distinct
dans la population des hémocytes granuleux mais nous pensons plutét qu'il
correspond & un état fonctionnel différent ou & un stade de maturation plus précoce
des granulocytes typiques.

L'étude ultrastructurale permet d'observer les contacts étroits qu'établissent les
hémocytes avec les cellules plus particuliérement des organes excréteurs qui
concernent notre travail. Les hyalinocytes et les granulocytes présents dans les zones
basales du rein et des glandes péricardiales montrent des activités d'échange avec
ces organes (PL.XII. fig.1, 2, 3, 4).

Par ailleurs, la microanalyse de RX couplée au M.E.T. révéle que la matrice des
granules cytoplasmiques contient principalement P, S associés en proportions plus
faibles a Si, Cu, Zn ou occasionnellement a Fe, Pb et Mg.

3. ACTIVITES ENZYMATIQUES DANS LES HEMOCYTES

Les réactions de mise en évidence des activités des phosphatases acides, des
estérases et des B glucuronidases ont été réalisées sur des frottis d'hémolymphe.
L'activité des phosphatases acides a été révélée dans les hémocytes a l'échelle
uitrastructurale.

3. 1. CYTOCHIMIE ENZYMATIQUE DES HEMOCYTES SUR COUCHES MONOCELLULAIRES
3. 1. 1. Activité des phosphatases acides

La présence de granules de couleur brun rouge met en évidence l'activité de
certaines phosphatases acides dans le cytoplasme des hémocytes.

Les phosphatases acides sont révélées dans les granules de certains
hémocytes peu granuleux et vacuolisés décrits au paragraphe 1. 1. 1. 2. (PLXIH
fig.1).

L'activité des phosphatases acides montre une plus grande variabilité dans la
population des granulocytes entre les cellules et entre les granules d'une méme
cellule (PL.XIlI fig. 2, 3).
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Les hyalinocytes apparaissent dépourvus de phosphatases acides, cependant
quelques cellules possédent des inclusions qui réagissent positivement dans le milieu
de révélation mais aussi dans le milieu témoin. '

3. 1. 2. Activité des f glucuronidases

La présence des B glucuronidases est indiquée par une coloration rose violette
mis en évidence seulement au niveau du type d'hémocytes peu granuleux et
vacuolisés décrits au paragraphe 1. 1. 1. 2. (PL.XIV fig. 1 a 3). Dans le cytoplasme,
ces enzymes sont localisées dans les inclusions rondes dispersées entre les
vacuoles.

Les granulocytes ne présentent aucun signe d'activité de cette enzyme (PL.XIV
fig. 3).

3. 1. 3. Activité des estérases non spécifiques

La présence d'estérases non spécifiques dans les cellules est indiquée par une
coloration des structures en noir. Quelques inclusions cytoplasmiques réagissent
positivement, avec une intensité variable, dans les hyalinocytes (PL.XV fig. 1) et dans
les hémocytes peu granuleux décrits au paragraphe 1. 1. 1. 2. (PL.XV fig. 1, 2). Les
granules cytoplasmiques des granulocytes montrent en majorité une forte activité
estérasique (PL.XVI fig. 1, 2).

3. 2. LOCALISATION ULTRASTRUCTURALE DES PHOSPHATASES ACIDES

L'activité des phosphatases acides dans les divers organites est révélée a
I'échelle ultrastructurale par la présence de dépéts de phosphates de plomb.

Dans les hyalinocytes I'activité est localisée dans la citene périnucléaire, dans
le réticulum endoplasmique rugueux, dans l'appareil de Golgi et dans le systéme
vésiculaire (PL.XVII fig. 1 a 4).

Les petites granules cytoplasmiques des hyalinocytes n'ont pas montré
d'activité.

Une réaction non spécifique a été observée dans des mitochondries de cellules
incubées dans le milieu de révélation aussi bien que dans le milieu témoin ne
contenant pas de substrat.

Par ailleurs, les granules cytoplasmiques des granulocytes montrent une forte
activité des phosphatases acides (PL.XVIll fig. 1 a 3, PL.XIX fig. 1, 2) avec une
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intensité trés variable entre les granules d'une méme cellule. En effet, alors que
certains granules montrent une trés forte activité enzymatique, d'autres en sont
totalement dépourvus (PL.XVIII fig. 2, PL.XIX fig. 1, 2).

Dans le milieu intragranulaire l'activité des enzymes n'est pas toujours
homogéne. En effet, certaines zones bien délimitées, peuvent étre exemptes de
réactivité apparente (PL.XIX fig. 1, 2).

Dans les granulocytes la présence de phosphatases acides est révelée
également au niveau du réticulum endoplasmique rugueux, de fappareil de Golgi et
de la citerne périnucléaire de certaines cellules (PL.XIX fig. 3, 4).

La localisation de phosphatases acides dans les granulocytes tend a attribuer
aux granules une fonction de stockage de ces enzymes produites par l'appareil
sécréteur de ces cellules.

Sur les préparations témoins, les réactions sont négatives sauf dans quelques
granules de granulocytes ou de fins dépdts noirs peuvent étre observés.
De fins dépdts sont également visibles sur les mottes de chromatine dans les noyaux
de certaines cellules incubées dans les milieux de contrdle et de révélation.

4. COMPTAGE DIFFERENTIEL DES HEMOCYTES

Les comptages d'hémocytes réalisés a partir d'hémolymphe ponctionnée au
niveau du sinus du muscle adducteur renseignent uniquement sur la population
cellulaire circulante et ne concerment pas les hémocytes mobilisés au niveau des
différents tissus.

Des comptages différentiels partiels distinguant d'une part, la population des
granulocytes neutrophiles facilement identifiable et d'autre part toutes les autres
cellules ont été réalisés sur des individus provenant de sites naturels.

Les résultats montrent des proportions de granulocytes neutrophiles de 35 % +.
7.11% et de 31 % *. 6.89% pendant deux mois consécutifs.

Un essai de comptage séparant les granulocytes neutrophiles, les hémocytes
peu granuleux basophiles et les hyalinocytes a été effectué chez cinq individus et
montre que la population des hémocytes granuleux atteint 59 % +.6.5%.

5. DISCUSSION

Les observations de microscopie optique et électronique & transmission nous
ont permis de distinguer deux grandes populations d’hémocytes chez D. polymorpha.
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e Une population de cellules agranuleuses : les hyalinocytes et
¢ Une population de cellules granuleuses composée par : les granulocytes et
les hémocytes peu granuleux .

Les seuls travaux, & notre connaissance, publiés jusqu'a présent sur les
hémocytes de D. polymorpha sont ceux de Cuénot (1891), rapportés succinctement
par Cheng (1981). Cuénot décrit quatre types d'hémocytes communs a plusieurs
especes de bivalves marins tels que M. edulis et O. edulis ou d'eau douce comme A.
grandis et U. requienii ou bien encore D. polymorpha .

Les hyalinocytes que nous avons décrit chez D. polymorpha correspondent aux
amoebocytes basophiles, de 8 a 12 ym de diameétre, a cytoplasme réduit ne
contenant pas de granules, observés par Cuénot (1891). Leur morphologie
ultrastructurale est caractéristique de la population d'hémocytes non granuleux
typiques décrits chez de nombreux bivalves ainsi que chez d'autres mollusques
(Rasmussen et al., 1985; Seiler et Morse, 1988; Ottaviani et Franchini, 1988; Auffret,
1988; Pipe, 1990).

Cuénot (1891) décrit également un type d'amoebocyte peu granuleux et un type
finement granuleux dont les granules sont biréfringents, bleuatres ou sans couleur.
Ces deux demiers types cellulaires pourraient correspondre aux cellules de la
population des hémocytes granuleux. Sans renseignements morphologiques
supplémentaires sur les cellules peu granuleuses ou finement granuleuses décrites
par Cuénot en microscopie optique, il nous parait hasardeux, de préciser la
correspondance entre ces cellules et nos observations.

Par ailleurs, Cuénot (1891) observe aussi un type cellulaire appelé érythrocyte,
de grande taille (20 X 30 ym), de forme variable et de couleur rougeéatre que nous
n'avons pas observé sur nos préparations.

Les granulocytes typiques de D. polymorpha, observés sur les couches
monocelluaires, contiennent des granulations a affinité tinctoriale unique, neutrophile,
comme celle des granulocytes de O. edulis (Auffret, 1989). Ce type cellulaire est
retrouvé en M.E.T. L'endoplasme est occupé entiérement par des granules de 0.3 a
1.5 ym de diamétre & matrice moyennement dense aux électrons. Leur morphologie
est similaire a celle observée par Rasmussen (1985) et par Pipe (1990) dans les
grands granulocytes de M. edulis. Uniquement différencié par le M.E.T., certains
granulocytes présentent un nombre réduit de granules cytoplasmiques de plus petite
taille, mesurant environ 0.5 um de diamétre. En outre, ces cellules ne présentent pas
de structures comme des lamelles digestives ou des corps résiduels, caractéristiques
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de cellules agées. Par contre, le nombre réduit de granules pourrait s'expliquer par le
fait que ces cellules correspondent a des granulocytes jeunes, en cours de
maturation. Des granules cytoplasmiques de petite taille sont également décrits par
Rasmussen (1985) et par Pipe (1990) dans les petits granulocytes de M. edulis, qui
sont alors considérés comme des hémocytes jeunes.

Les investigations cytochimiques ont mis en évidence une forte activité
hydrolytique au niveau des granules. En effet, des phosphatases acides et des
estérases non spécifiques ont été révélées dans les granules des granulocytes. Ces
résultats concordent avec ceux de plusieurs auteurs chez différentes espéces de
bivalves (Moore et Lowe, 1977; Moore et Gelder, 1985; Gelder et Moore, 1986).

Les hémocytes de D. polymorpha montrent une relative hétérogénéité d'activité
hydrolytique. Certaines cellules possedent une forte activité enzymatique alors que
d'autres en sont dépourvues reflétant certainement différents stades fonctionnels.
Des résultats similaires ont été observés par Moore et Eble (1977) et par Moore et
Gelder (1985) chez M. mercenana ainsi que par Huffman et Tripp (1982) chez M.
arenaria.

La localisation des phosphatases acides a été précisée en M. E. T. au niveau
des granulations cytoplasmiques & matrice électrondense. Les variations de réactivité
observées entre les granules d'une cellule refléte, & notre avis, une différence de
maturation ou d'activité de la part de ces organites. Une localisation ultrastructurale
identique est rapportée par Yoshino et Cheng (1976) dans les granulocytes de M.
mercenania, par Auffret (1985; 1989) chez C. gigas et O. edulis et par Franchini et
Ottaviani (1990) chez le gastéropode V.ater.

La présence des ces enzymes lysosomales caractéristiques nous permet
d'affirmer l'appartenance des granulations des granulocytes de D. polymorpha au
systéme lysosomal.

Les granulations cytoplasmiques des hyalinocytes ne semblent pas contenir de
phosphatases acides mais présentent une activité estérasique.

Enfin, nous distinguons, en microscopie optique, une troisiéme sous population
d’'hémocyte contenant peu de granules cytoplasmiques ronds a affinité basophile et
de nombreuses vacuoles, vides ou remplies de produits de phagocytose. Ces
granules présentent, également, des activités phosphatasiques acides, estérasiques.
Par ailleurs, ces cellules sont les seules & montrer une activité pour les B
glucuronidases.
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Ces cellules, observées sur les frottis d’hémolymphe pourraient correspondre
aux granulocytes observés en M.E.T., ne montrant que queiques granulations
spécifiques et des vacuoles contenant des corps résiduels.

Le fait que les granulations cytoplasmiques des hémocytes peu granuleux
possédent une enzyme lysosomale supplémentaire pourrait expliquer un stade de
maturation plus avancé pour ces cellules.

Particuliérement riches en enzymes lysosomales, ces cellules pourraient
éventuellement correspondre aux macrophages décrit par Moore et Lowe (1977) chez
M. edulis.

Nos résultats actuels ne nous permettent pas de préciser plus avant
I'appartenance des hémocytes peu granuleux a la population des hémocytes
granuleux. La différence d'affinité tinctoriale observée sur les frottis pour ces deux
catégories d’hémocytes granuleux ne va cependant pas a l'encontre de notre
classification. En effet, les différences d'affinité tinctoriales des granulations
cytoplasmiques dans une population hémocytaire reflétent de préférence des
variations du stade métabolique des celiules (Cheng, 1975).

Les caractéristiques morphologiques que nous avons décrit pour les trois
catégories hémocytaires chez D. polymorpha sont a rapprocher de celles décrites
chez M. edulis, pour qui, la filiation des différents types d’hémocytes reste encore
aujourd'hui controversée. En effet, Moore et Lowe (1977) décrivent chez cette espéce
un type de granulocyte éosinophile et deux types d'hémocytes basophiles: les
lymphocytes et les macrophages. Les auteurs distinguent ces deux types cellulaires
en fonction de leurs caractéristiques cytochimiques: alors que les macrophages
présentent une forte activité pour plusieurs hydrolases lysosomales, les hyalinocytes
en sont dépourvus. Les premiers seront considérés, ensuite, comme des granulocytes
a un stade particulier de dégradation intracellulaire (Cheng, 1981; Rasmussen ef al.,
1985). Ces auteurs ne distinguent plus que deux populations: les hémocytes
agranuleux et granuleux et considérent les variations morphologiques comme des
stades fonctionnels différents. Cependant, plus récemment, Pipe (1990) sépare a
nouveau les populations hémocytaires en fonction des différences de composition
chimique des membranes des petits et grands granules et reprend la classification de
Moore et Lowe (1977). Toutefois il envisage la présence de plusieurs stades
fonctionnels a l'intérieur d'une seule lignée cellulaire.

Il est important de distinguer les diverses populations hémocytaires chez D.

polymorpha afin de mieux comprendre leur rdle particulier dans ie métabolisme des
métaux lourds. Nous avons donc distingué, sur des critéres d'affinité tinctoriale et de
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morphologie ultrastructurale, deux populations d'hémocytes agranuleux et granuleux
qui sont habitueliement décrites dans la littérature.

Par ailleurs, nous avons révélé au niveau de la matrice intragranulaire, la
présence des certains métaux comme Zn, Cu, Fe ou Pb chez des Dreissénes
provenant de sites naturels. Ces résultats indiquent que D. polymorpha est capable, a
partir de son environnement naturel, d'accumuler et de séquestrer divers métaux dans
les granulations des hémocytes granuleux. Des observations comparables sont
rapportées par Ballan Dufrangais ef al. (1982) chez P. maximus, par Nigro et al.
(1992) chez A. colbecki et également par George et al. (1978) chez O. edulis.

Cette compartimentation d'éléments métalliques au niveau du systéeme
lysosomal laisse envisager chez Dreissena, comme il est suggéré d'ailleurs chez
d'autres bivalves, limplication des hémocytes dans les mécanismes de détoxication
des métaux lourds.

Il. LES ORGANES DU SYSTEME EXCRETEUR

1. LES GLANDES PERICARDIALES

1. 1. LOCALISATION

Chez D. polymorpha, les glandes péricardiales occupent, dans la cavité
péricardique, une position ventrale antérieure au coeur principalement au niveau de la
jonction de l'oreillette et du tissu conjonctif suprabranchial. Elles sont formées par des
saccules digités provenant d'évaginations de I'épithélium péricardial. Les tubules sont
bordés par des cellules appelées podocytes contenant de grandes inclusions
cytoplasmiques.

Nos observations ultrastructurales de I'épithélium des oreillettes (PL.XX fig. 1)
n'ont jamais révélé la présence de podocytes a ce niveau. Ceci laisse envisager que
les glandes péricardiques ont une localisation uniquement péricardiale chez D.
polymorpha.

1. 2. ULTRASTRUCTURE
Les tubules de la glande péricardique sont bordés par des podocytes

abondamment ciliés sur leur face libre du coté de la lumiére (PL.XX fig. 2, PL.XXI fig.
1, 2) montrant également & ce niveau des vésicules d'endocytose (PL.XXII fig. 1, 2).
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Dans leur partie basale, les podocytes émettent des prolongements
cytoplasmiques qui se ramifient et forment a leur extrémité des pédicelles
rectangulaires reliés par des diaphragmes (PL.XXIiI fig. 1 & 3). Des fentes de filtration
sont ainsi constituées entre les pédicelles. Les fentes ont une largeur d'environ 20 a
25 nm et sont partiellement occupées par les diaphragmes accolés aux membranes
de chaque pédicelle et disposées en quinconce dans la lumiére de la fente.
L'espacement entre les diaphragmes détermine ainsi la taille des molécules filtrées
par les podocytes ou retenues dans le compartiment hémolymphatique (PL.XXIlI fig.
2,3).

Les nombreux pédicelles des différents podocytes s'entrecroisent et constituent
un réseau basal de filtration, séparé du sinus sanguin sous-jacent par une lame
basale (PL.XX fig. 2, PLXXIII fig. 1, 2). Du coté du sinus sanguin, la lame basale est
parfois doublée par des filaments extracellulaires de collagéne (PL.XXIlI fig. 3).

granulations montrant une grande hétérogénéité aussi bien dans leur forme que dans
leur contenu (PL.XX! fig. 1, 2). |

De grands granules, dont le diamétre varie de 1 a 3.5 ym peuvent occuper une
grande partie du cytoplasme. Leur matrice est amorphe et fortement électrondense
(PL.XXI fig. 1, 2).

Un autre type de vésicules membranaires peut également étre rencontré dans le
cytoplasme des podocytes. De taille nettement plus petite avec un diametre maximum
d'environ 1.25 pm, elles apparaissent claires et contiennent partiellement un matériel
amorphe a aspect floconneux (PL.XXI fig. 1, 2, PL.XXII fig. 2).

Par ailleurs, la présence de phosphatases acides est révélée & l'échelle
ultrastructurale au niveau de certains granules & matrice électrondense par la
présence de dépdts de phosphates de plomb (PL.XIV fig. 1) indiquant ainsi que ces
organites appartiennent au systeme lysosomal.

La microanalyse de RX, couplée au M. E. T. a permis de révéler dans la matrice
granulaire la présence de divers éléments: P, Ca et Fe peuvent étre considérés
comme des éléments majeurs accompagnés d'autres éléments rencontrés en plus
faible quantité ou occasionneliement tels S, Mg, Mn, Cu, Zn et Pb.

L'histochimie révele la présence d'amas de ferritine au niveau des granulations

des celiules péricardiales qui pourraient constituer un site de stockage de cette
protéine (PL. XXV fig. 1). .
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L'utilisation de colorant vital tel le bleu trypan en solution dans I'eau, permet de
localiser les organes participant a I'accumulation du colorant. Aprés 24 heures, le
colorant est présent uniquement dans les granulocytes qui sont trés nombreux au
niveau de I'épithélium branchial; aprés deux jours, on note la présence du colorant
également au niveau des podocytes et plus particulisgrement dans les granulations
cytoplasmiques (PLXXV fig. 2). Cette accumulation indique chez D. polymorpha,
comme chez les autres bivalves, la capacité des glandes péricardiales a accumuler et
a stocker au niveau du systéme lysosomal des constituants présents dans

'hémolymphe.

Il est a noter également que le colorant qui s'accumule préférentiellement dans
les podocytes n'est pas observé au niveau des cellules épithélialeé des oreillettes,
tendant a confirmer 'absence de podoCytes associés aux oreillettes chez la moule
zébrée (PL.XXV fig. 3).

L'examen des sections de glande péricardiale provenant des individus injectés
ou incubeés in vitro par une solution de peroxydase de raifort montre que, aprés une
heure d'expérience, cette enzyme est localisée dans certaines inclusions
cytoplasmiques des podocytes. Les préparations de controle sont dépourvues de
réactivité. Ces résultats indiquent une endocytose de la peroxydase au niveau du
systéme lysosomal des podocytes (PL.XXVI fig. 1).

Le rouge de ruthénium est localisé au niveau de la lame basale bordant les
pédicelles (PL.XXVI fig. 2) indiquant ainsi la présence de sites anioniques a la base
des podocytes. '

2. LES REINS
2. 1. LOCALISATION ET MORPHOLOGIE

A la base du péricarde, chaque rein longe le bord latéro-ventral du muscle
postérieur rétracteur du byssus, la courbure la plus postérieure se situant au niveau
du muscle adducteur postérieur. Les reins sont constitués chacun de trois branches
tubulaires leur donnant ainsi une forme de W dissymétrique (figure 19).

Au niveau du péricarde, ou il débouche dans la partie postéro-inférieure, le

néphrostome ou pavillon cilié, pourvu de cellules cylindriques a longue ciliature se
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poursuit par le tube rénal proximal. La forme du tubule proximal est réguliére sur toute
sa longueur et présente une section circulaire atteignant 400 pm. L'épithélium simple
constitué de cellules cylindriques ciliées a une hauteur d'environ 50 pm.

La branche latérale exteme, que nous avons appelé tube distal externe est
située & la base des branchies. Ce tubule est aveugle et est formé par un épithélium
pavimenteux d'une hauteur maximale de 15 pm dont certaines cellules sont ciliées.

La branche latérale inteme ou tubule distal inteme longe le rectum et est
constituée d'un épithélium cubique d'environ 25 ym de hauteur. Les cellules de cette
zone distale sont caractérisées par une grande vacuole apicale qui contient des
concrétions de nature diverse. Au cours des différentes dissections, nous avons pu
observer les variations de couleur du tubule distal. En effet, la coloration de cette
zone peut varier du blanc opaque au brun orangé certainement selon les stades
d'élimination des granules rénaux.

Le tube distal inteme se poursuit par un canal cilié qui s'ouvre par un
néphroprocte dans la chambre suprabranchiale.

Il existe une connexion antérieure entre les branches distales inteme et externe
de chaque rein ainsi qu'une commissure trés antérieure entre les branches distales
intemes des deux reins.

Les tubules rénaux émettent des diverticules dimportance variable sur toute
leur longueur.

2. 2. ULTRASTRUCTURE

L'épithélium proximal est caractérisé par des cellules prismatiques pourvues de
microvillosités réguliéres, disposées en bordure en brosse (PLXXVII fig. 1, 2). La
bordure apicale présente a ce niveau des figures d'endocytose (PL.XXVIII fig. 2). Les
cellules sont toujours reliées dans cette zone par des jonctions serrées et par des
desmosomes (PL.XXVIII fig. 1). La partie basale de ces néphrocytes, ou se situe le
noyau, montre de nombreuses invaginations entre lesquelles se trouvent des
mitochondries. Le cytoplasme contient du réticulum endoplasmique, des dictyosomes
mais également quelques vacuoles a contenu hétérogéne (PL.XXVIII fig. 4, 5), des
lysosomes ainsi que des particules de glycogéne dans certaines cellules (PL.XXVII
fig.1, 3).
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L'épithélium du tubule distal externe est formé par des cellules plutét cubiques
dont les microvillosités moins nombreuses, ne forment pas de bordure en brosse et
dont la partie basale est fortement invaginée. Le cytoplasme de certaines cellules
contient de nombreuses mitochondries et des vacuoles dont la taille varie de 0.5 a 3
um. Le contenu des vacuoles est électrondense et hétérogéne, et peut étre constitué
de matériel amorphe ou de débris cellulaire indiquant I'appartenance de ces
structures membranaires au systéme lysosomal en tant que lysosomes secondaires
ou tertiaires (PL.XIX fig. 1).

L'épithélium du tube distal interne est caractérisé par des cellules de forme
iméguliére & vacuole apicale. Certaines vacuoles sont vides et d'autres contiennent
des granules de différentes taille, forme et nature. L'apex des cellules est légérement
cilie et dépourvu d'organites signifiant la possibilité de sécrétion apocrine. La partie
basale ou se situe le noyau présente de nombreuses invaginations peu profondes
(PLXXX fig. 1, 2, PL.XXXI fig. 1, 2).

2. 3. STRUCTURE ET NATURE DES GRANULES RENAUX

2. 3. 1. Structure et ultrastructure des granules

Différents types de concrétions rénales ont été observées indifféremment dans
les reins des deux populations de Dreissénes étudiées.

La microscopie optique permet d'observer, sur nos préparations histologiques,
deux types de granules rénaux dans les vacuoles des cellules du tubule distal inteme.

En effet, les figures 1 et 2 de la planche .XXXIl concemant des sections
transversales de tube distal montrent qu'il peut s'agir de concrétions hétérogénes
formées d'un agglomérat de petits grains de matériel trés dense, a forte affinité pour
le colorant.

Par ailleurs, d'autres sections de tubule rénaux (PL.XXXIII fig. 1) ainsi que des
préparations in toto de rein distal non fixé (PL.XXXIIl fig. 2, 3), provenant d'individus
différents, montrent des granules & aspect étoilé. Naturellement de couleur jaunétre,
les concrétions intravacuolaires peuvent atteindre une taille de 10 um.

On retrouve en microscopie électronique a transmission les différents aspects
des granules rénaux.

En effet, certaines vacuoles cellulaires ne présentent qu'un seul type de
concrétions constituées d'un agglomérat de matériel amorphe trés électrondense
associé a de nombreux débris membranaires sphériques ou lamellaires d'aspect trés
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différent (PL.XXX fig. 2, PL.XXXI fig. 1, 2, PL XXXV fig. 2). Ce type de matériel est
également observé dans des vacuoles plus petites dispersées dans le cytoplasme
‘appartenant au systéme lysosomal. Les diverses petites vacuoles fusionnent avec la
vacuole apicale principale et y déversent leur contenu qui participe a la formation de
ces agglomérats.

L'étude ultrastructurale permet de préciser que le type de granule a aspect
étoilé n'est jamais seul dans le milieu intravacuolaire mais est toujours associé aux
agglomérats précédemment décrits (PL. XXX fig. 1, PLXXXIV fig. 1 & 3, PL XXXV fig.
1). lls sont formés par des structures cristallines géométriques et rectangulaires
regroupées, conférant ainsi un aspect étoilé au granule. Les structures cristallines
peuvent également étre plus petites et dispersées entre les différents amas de
matériel constituant la concrétion (PL.XXXIV fig. 3). Ces formations sont trés claires
aux électrons et leurs contours ne sont révélés que par la présence des autres
constituants de la concrétion.

2. 3. 2. Composition des concrétions

Les réactions de mise en.évidence de l'acide urique et de ses sels, utilisant une
solution d'argentométhénamine, montrent que les concrétions a structure étoilée du
tubule distal inteme réagissent positivement (PL.XXXVI fig.1 a 3) indiquant la nature
purique des granules. Des analyses complémentaires permettront cependant de
préciser si le composé purique identifié correspond & l'acide urique ou & un de ses
sels.

La microanalyse de RX couplée au M.E.T. montre d'importantes variations inter
cellulaires et inter individuelles quant & la composition des granules. Ce phénoméne
empéche donc de mettre en évidence une différence de composition des granules
rénaux chez les individus provenant des deux sites étudiés.

Les éléments C, H, O, N sont uniquement identifiés et ne peuvent étre

qummammmd&%mﬁsée.

Dans les deux populations de Dreissénes, les concrétions rénales formeées
d'agglomérats hétérogénes d'origine lysosomale sont en majorité constituées de P, S
et Ca associés en moindre quantité ou occasionnellement & du Pb, Fe, Si, Cu, Zn, Mg
et Mn.

Les structures & aspect étoilées non dissociées du reste de la concreétion
montrent la méme composition principale d'ols le soufre peut cependant étre parfois
absent.
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2. 3. 3. Analyse des granules rénaux isolés

Malgré le nombre important d'individus utilisés dans cette étude (les reins de 50
moules ont été disséqués dans chaque population) la quantité de granules recueillie

est faible rendant les manipulations délicates.

Les granules rénaux isolés par digestion enzymatique et dépassant la limite de
détection du microscope optique (1.7 um a grossissement 1000) ont été mesuré.
Dans les deux populations de Dreissénes, plus de 95 % des granules mesurent moins

de 3.4 ym de diameétre (figure 20).
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Figure 20: Distribution de la taille des granules rénaux de D. polymorpha provenant

de la Meuse et de ia retenue du Mirgenbach.
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La microanalyse de RX couplée au M.E.B. montre que les granules rénaux des
deux populations naturelles de Dreissenes présentent de grandes variations dans la
proportion de leurs éléments. On retrouve, comme pour la microanalyse couplée au
M.E.T la présence principalement de P, Ca associés trés souvent & S, Pb, Al, Cu,
Zn, et plus irégulierement a Si, Mn, Mg, Fe (figures 21 A) et exceptionnellement a Mo
et Hg chez certains individus provenant du lac du Mirgenbach .

Par ailleurs, certains granules contiennent de trés fortes proportions de métaux
lourds représentés presque exclusivement par du plomb (figure 21B)

L'image X réalisée sur un granule pendant 5 heures montre la répartition des
différents éléments dans la zone analysée. Pb, P, S et Ca sont répartis presque sur la
totalité de la partie analysée. Ces éiéments montrent une similitude de localisation
indiquant ainsi leur étroite association dans la structure granulaire (figure 22).

3. DISCUSSION

Nos observations histologiques et ultrastructurales des oreillettes et des glandes
péricardiales montrent que ces demiéres occupent une position exclusivement
péricardique chez D. polymorpha.

Ces résultats sont en contradiction avec les observations, trés anciennes, de
Grobben (1888) rapportées trés succinctement par White (1942) qui envisageait une
localisation simultanément auriculaire et péricardique. Par contre beaucoup plus
récemment, Morton (1969b) favorise la position péricardique pour les glandes
péricardiales de D. polymorpha sans toutefois exclure une situation auriculaire. En
effet, cet auteur n'a pas effectué, ce qui semble étonnant, l'étude histologique des
oreillettes et ne pouvait donc totalement rejeter cette éventualité.

Par ailleurs, Andrews (1988) favorise également la localisation péricardique
pour les glandes péricardiales chez les espéces de bivalves d'eaux douces, mais
reconnait des glandes péricardiales auriculaires résiduelles chez D.polymorpha
(Andrews et Jennings, 1993). En effet, le passage progressif de la position
auriculaire, trouvée préférentiellement chez les espéces marines ou primitives, a la
localisation péricardique constitue une adaptation des bivalves aux écosystémes
estuariens et dulgaquicoles.

Les podocytes, cellules typiquement associées aux mécanismes d'ultrafiltration
et de formation de f'urine primaire chez les invertébrés comme chez les vertébrés
(Boer et Sminia, 1976; Farquhar, 1982 Meyhofer et al., 1985; Andrews, 1988) sont
présents dans les glandes péricardiales de D. polymorpha.
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Figure 21. A) Spectre typique de microanalyse de RX de granules rénaux isolés
B)Spectre de microanalyse de RX fortement chargé en plomb
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Nos observations ultrastructurales montrent que les glandes péricardiques de cette
espéce possédent les caractéristiques communes au systéme d'ultrafiltration chez les
mollusques bivalves décrites par Meyhdfer et al. (1985). En effet, les podocytes
bordant les tubules sont séparés par de larges espaces intercellulaires et montrent un
systéme lysosomal révélé par la présence de phosphatases acides au niveau des
granulations cytoplasmiques. Les cellules émettent de nombreux prolongements
cytoplasmiques interdigités terminés par des pédicelles entre lesquels sont délimitées
des fentes de filtration associées & des diaphragmes. Le réseau de filtration de
Fhémolymphe formé par les pédicelles est bordé par une lame basale trés fine
contenant des sites de liaisons anioniques, localisés par le rouge de ruthénium qui est
un marqueur cationique. Par leurs charges négatives, ces sites peuvent influencer le .
passage des molécules hémolymphatiques comme ['ont montré Kandar et Farquharfiﬁi;r_‘,
(1979) et Farquhar (1982) chez les mammiféres et Meyhdfer et al. (1985) chez les

bivalves.

Les voies d'ultrafiltration proposées, d'une part, par Meyhéfer et al. (1985) pour
des bivalves hétérodontes tels que M. mercenana, M. arenaria ou Clinocardium
nuttalli et, d'autre part, par Suzuki (1986) pour le bivalve d'eau douce A. calipygos
pourraient également s'appliquer a Dreissena : A partir du compartiment
hémolymphatique, les éléments passent & travers la lame basale et les fentes de
filtration dans l'espace urinaire entre les podocytes puis vers la lumiére des tubules. A
ce niveau, le filtrat peut étre modifié par des phénoménes de sécrétion ou de _
réabsorption de la part des podocytes. En effet, I'étude ultrastructurale des podocytes -
de Dreissena montre la présence de microvillosités et de figures d'endocytose a la
surface des cellules du coté de la lumiére des tubules indiquant la possibilité de
phénoménes d'absorption.

Dans la partie basale des podocytes, le réseau des pédicelles souligné par une
lame basale parfois doublée de filaments de collagéne extracellulaire constitue chez
D. polymorpha comme chez les autres bivalves la barriére d'ultrafiltration.

La largeur des fentes de filtration est proche de 25 nm, valeur qui est a
rapprocher de celles observées par Suzuki (1986) chez A. calipygos et par Morse
(1987) chez plusieurs espéces de bivalves hétérodontes, protobranches et
ptéridomorphes. La taille des particules retenues dans I'hémolymphe est pourtant plus
faible. En effet, les fentes sont occupées en partie par des diaphragmes qui abaissent
la taille des molécules filtrées & 10 nm chez les gastéropodes V. viviparus et L.
stagnalis (Boer et Sminia, 1976). Les fentes de filtration représentent le principal filtre
chez ces deux derniéres espéces, alors que c'est la lame basale qui joue ce réle chez
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la méme espéce, V. viviparus et chez plusieurs bivalves selon Andrews (1979) et
Meyhofer et Morse (1986).

La mise en évidence expérimentale de 'accumulation d'un marqueur au niveau
de certains granules cytoplasmiques & matrice électrondense indiquent que les
cellules péricardiques sont capables d'absorber, a partir de I'hémolymphe, des
molécules de PM 44000 et d'un diamétre de 6 nm. Nos résultats concordent avec
ceux de Moore et al. (1980) qui localisent ce marqueur également dans les granules
cytoplasmiques des podocytes de M. edulis. Marcaillou et Martoja (1990) observent
cette enzyme dans des vésicules d'endocytose dans les cellules péricardiques de M.
edulis trés rapidement aprés linjection du marqueur. Meyhofer et Morse (1986)
observent lendocytose du marqueur mais ne précisent pas sa localisation
ultrastructurale.

Cependant, pour des raisons techniques, les préparations concemant les
individus traités par des marqueurs hémoprotéiques et particulaires de poids
moléculaires plus faibles ou plus élevés que la peroxydase n'ont pu étre exploitées.
Nous ne pouvons donc dire actuellement si les cellules péricardiques de D.
polymorpha sont capables d'absorber depuis I'hémolymphe des molécules d'un
diamétre supérieur ou inférieur @8 6 nm. Ces precisions nécessiteront de nouvelles
études. Cependant, Marcaillou et Martoja (1990) ont montré que la catalase (PM
240000, diamétre 10 nm) était difficilement accumulée par les podocytes de M. edulis.
Ces derniers auteurs ainsi que Morse (1987) ont mis en évidence que les particules
plus volumineuses comme la ferritine (PM 480000, diamétre 12 nm) étaient retenues
au niveau des lames basales chez certains bivalves alors que Jennings (in Andrews,
1988) démontre I'endocytose et lincorporation de la ferritine dans les lysosomes des
podocytes de Scrobiculana sp.

Nous avons mis en évidence la présence de phosphatases acides dans des
granules cytoplasmiques des podocytes indiquant donc que ces granules
appartiennent au systéme lysosomal. Ces résultats concordent avec ceux de Moore
et al. (1980) et de Zaroogian et Yevich (1993) qui ont par ailleurs démontré la
présence également d'autres enzymes lysosomales (B glucuronidase, N-acetyl-p-
hexosaminidase, lysozyme) et de pigments de type lipofuchsine dans les granules
des podocytes de M.edulis et dans les inclusions cytoplasmiques des cellules brunes
(podocytes) des glandes péricardiales de M. mercenaria et C. virginica. Les granules
sont ainsi assimilés a des lysosomes secondaires (Moore et a/.,1980) participant aux
mécanismes de détoxication mais aussi de catabolisme des produits réaborbés
(Zaroogian et al., 1989, Zaroogian et Yevich, 1993).
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Par ailleurs, par microanalyse de RX nous avons révélés la présence de P, Ca
et Fe accompagnés en plus faible quantité ou occasionnellement par d'autres métaux
tels Mg, Mn, Cu, Zn et Pb dans la matrice des granules.

Le fer détecté par microanalyse confirme la présence de ferritine révélée par
histochimie au niveau des granules qui pourraient constituer ainsi des sites de
stockage de cette protéine comme le suggérent Khan et al. (1988) chez d'autres
bivalves '

Ces résultats laissent envisager pour les glandes péricardiales de D.
polymorpha, non seulement une fonction d'ultrafiltration, mais encore, des fonctions
d'accumulation et d'excrétion de certains éléments organiques ou inorganiques
circulant dans I'hémolymphe.

Les reins de D. polymorpha, situés a la base du péricarde, ont une forme de W
asymétrique par la présence de trois branches bien différentiées histologiquement en
portion proximale, portion distale interne et distale exteme. Les cellules proximales
ont une forme prismatique et sont revétues d'une ciliature du cété de la lumiére. Les
cellules distales intemes moins hautes et moins ciliées sont caractérisées par une
grande vacuole apicale.

Nos observations histologiques des reins de D. polymorpha sont en accord et
précisent les travaux de Morton (1969b) concemant I'anatomie générale des reins et
ceux de Herwig et al. (1989) concemant également I'anatomie et I'histologie de la
portion proximale.

Par contre, Sécchi et Martoja (1986) étudient les concrétions rénales situées
dans la portion distale des reins mais ne signalent pas la présence d'une branche
rénale proximale. Leurs observations histologiques correspondent & I'épithélium distal
caractérisé par des vacuoles apicales contenant des granules. Cependant, les
auteurs s'appuient sur des études ultrastructurales concemant des pectinidés dont les
reins ne montrent pas de spécialisation morphologique pour assimiler les cellules a
vacuoles observées sur leur préparations a celles du "tube contourné proximal du
néphron des vertébrés".

La spécialisation structurale des reins chez la Dreisséne est une caractéristique
retrouvée également chez les autres bivalves d'eau douce comme A. calipygos
(Suzuki, 1986). A I'opposé, la moule marine M. edulis est dotée de reins comprenant
un tubule central d'ou partent de nombreuses branches aveugles sans spécialisation
morphologique apparente. L'épithélium rénal de cette espéce selon Pirie et George
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(1979) posséde certaines similitudes avec celui du tubule proximal. La distance entre
le néphrostome et l'orifice excréteur est tres rapprochée, |'urine ne parcourt pas toute
la longueur du tubule.

Au contraire des bivalves marins, les bivalves d'eau douce dont I'hémolymphe
est hypertonique par rapport au milieu externe produisent une urine hypoosmotique
en conservant leurs ions. Chez Dreissena, l'urine doit parcourir toute la longueur des
tubules proximal et distal interne pour passer de la cavité péricardique au pore
excréteur dans la chambre suprabranchiale. Ces mollusques possédent des reins
fonctionnellement plus efficaces pour les processus de réabsorption.

Dans ce travail nous décrivons pour la premiére fois l'ultrastructure des reins
chez Dreissena. Dans le tube proximal, les cellules prismatiques dont le cytoplasme
est occupé par de nombreuses mitochondries sont caractérisées par des
microvillosités apicales trés nombreuses formant une bordure en brosse et de hautes
invaginations basales suggérant la présence d'un systéme de transport ionique
développé. Ces caractéristiques ultrastructurales indiquent que cette portion
représente, chez la Dreisséne, le site principal de réabsorption de certaines
molécules, d'ions ou bien d'eau composant l'urine primaire comme la montré Tiffany
(1974) chez M. campchiensis.

La présence de particules de glycogéne dans le cytoplasme des cellules
proximales est également indiquée chez M. mercenaria (Morse, 1987) et chez M.
campchiensis (Tiffany, 1974) qui attribue également au tube proximal une fonction de
stockage du glycogéne.

Les néphrocytes des branches distales externes montrent un apex a
microvillosités moins nombreuses et une partie basale & invaginations moins hautes
que celles des cellules proximales. Le chondriome et le systeme lysosomal
vacuolaire sont bien développés. Ces caractéristiques morphologiques nous
permettent d'assimiler le tubule distal exteme a une zone de transition entre la portion
proximale et la portion distale possédant des capacités de réabsorption et de
sécrétion.

Les cellules du tube distal inteme, peu ciliées, présentant une grande vacuole
apicale sont caractéristiques de I'épithélium distal observé chez d'autres especes de
bivalves (Morse, 1987). Les différentes concrétions observées dans les vacuoles
indiquent que cette zone posséde des propriétés de sécrétion et d'élimination des
déchets du métabolisme.

-141 -



Ainsi, la confrontation des nos résultats avec des travaux déja publiés
concernant les concrétions rénales des bivalves d'eau douce est rendue difficile par la
pauvreté de la littérature sur ce sujet. Les concrétions rénales ont été largement
étudiées chez les bivalves marins par un grand nombre de techniques différentes, ce
qui a conduit d'ailleurs & une confusion d'identification entre les concrétions d'origine
lysosomale et les concrétions purement minérales formées de phosphate et de
calcium. De plus, le paraliéle entre des bivalves marins et des bivalves d'eau douce
qui ne possedent pas la méme physiologie et qui sont soumis & des conditions
environnementales différentes nous parait délicat.

Nous avons mis en évidence dans les vacuoles des cellules du rein distal de D.
polymorpha deux types de concrétions:

Le premier type est constitué d'un agglomérat de matériel amorphe
électrondense et de débris cellulaires résultant certainement du processus continu de
maturation lysosomale. La microanalyse couplée au M.E.T. et au M.E.B. montre que
ces concretions sont composées principalement de P, S et Ca accompagnés en
proportion variable de Pb, Cu, Zn, Fe, Si, Mg et Mn.

Chez plusieurs espéces de bivalves marins, P et Ca existent sous forme de
phosphate de calcium (Doyle et al., 1978; Gold et al., 1982; Sullivan et al., 1988).
L'excés de P est certainement, comme le suggérent Sullivan et al. (1988), complexé
dans des composés insolubles de phosphates de cations métalliques divalents. Nos
résultats ne permettent pas d'identifier sous quelle forme se présente le phosphore.
Cependant, Sullivan et al. (1988) ont montré, chez M. mercenaria, qu'il est présent
essentiellement comme phosphate (PO4)3- accompagné de trés faibles quantités de
pyrophosphate (P207)4- inhabituel chez les bivalves mais plutét observé chez les
gastéropodes (Pullen et Rainbow, 1991)

Le deuxiéme type de concrétions, dont 'histochimie a révélé la nature purique,
posséde une structure cristalline "étoilée" et quand il est présent il n'est jamais seul
dans le milieu intravacuolaire mais coexiste avec les concrétions formées
d'agglomérat de matériel de différente nature.

La presence de composés puriques, a déja été signalée par Secchi et Martoja
(1986). Ces auteurs ont également précisé chez cette espéce la présence de
populations différant par leur degré d'uricotélie. Quand elles sont présentes, les
concretions, ne montrant aucune trame organique sont constituées d'acide urique et
sont faiblement minéralisées.

Par contre, nos résultats montrent que dans les populations de D. polymorpha
que nous avons étudiés, les composés puriques coexistent dans la méme vacuole
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cellulaire avec du matériel certainement d'origine lysosomale ainsi que des quantités
variables de matériel inorganique.

Nous avons montré par microanalyse de RX que les concrétions des reins de D.
polymorpha sont capables, en situations naturelles de piéger de nombreux métaux
présents dans leur environnement, ce qui suggére, comme pour les bivalves marins,
une fonction dans I'élimination des métaux lourds par I'excrétion des granules dans la
lumiére rénale (Hignette, 1979; Nigro et al., 1992).
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QUATRIEME PARTIE:
CONTAMINATION EXPERIMENTALE DE
D. polymorpha PAR LE PLOMB ET LE ZINC,
LOCALISATION TISSULAIRE ET CELLULAIRE
DES METAUX




I. INTRODUCTION

Plusieurs bivalves marins mais aussi d'eau douce, de par leurs capacités a
accumuler les métaux présents dans leur environnement & l'état de traces, sont
actuellement largement utilisés comme organismes sentinelles des écosystéemes
aquatiques (Mauri, 1985, Léglize et Crochard, 1987, Mersch et al., 1992; Mersh,
1993). Généralement, dans les études de biomonitoring, le processus de
bioaccumulation est abordé d'une maniére globale par le dosage des meétaux dans
I'ensemble de I'organisme et trés peu de travaux détaillent les mécanismes au hiveau
des différents organes.

La charge métallique totale d'un organisme résulte d'un équilibre entre les
mécanismes de prise et d'élimination du métal, ou interviennent différents systémes
d'accumulation, de stockage et de détoxication. ll nous semble donc nécessaire de
combiner au dosage total des métaux I'étude de la distribution des métaux au niveau
des différents compartiments de l'organisme.

Dans ce travail de recherche, les Dreissénes ont été exposées
expérimentalement pendant 35 jours au plomb ou au zinc & des concentrations
respectives de 400 et 800 pg L-1 ou 500 et 1000 ug L-1.

Aprés cette contamination, seuls les individus soumis aux plus fortes
concentrations ont été retenus pour les études histochimiques et microanalytiques. La
localisation des métaux a été abordée a un niveau tissulaire par des techniques
histochimiques et & un niveau cellulaire par des techniques de microanalyse de RX
coupléesauM.E. T.ouauM. E. B.

La distribution et les associations des différents éléments métalliques ont été
effectuées au niveau des reins a l'aide d'images X.

Il. CONCENTRATION DES METAUX DANS LES DREISSENES

Afin de contrdler la bioaccumulation des métaux chez les Dreissénes pendant
l'expérience de contamination, la charge totale des individus est mesurée par
spectrométrie d'absorption atomique.

Les concentrations des métaux ont été mesurées dans les parties molles des
Dreissénes témoins ou exposées pendant 35 jours a 400 (A) et 800 (B) ug L-1 de
plomb ou a 500 (C) et 1000 (D) ug L-1 de zinc. Les dosages ont été effectués sur 2
lots de 8 individus, les résultats sont reportés dans le tableau IX.
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Concentration en Pb Concentration en Zn
dans les parties I.C dans les parties 1.C
molles molies
Témoin 1.02 187.8 +/- 22.91

A 1041 +/-4369 | 1020 -
B 2901 +/- 428.5 2901 -
Cc - 735.3 +/-538 3.91
D - 1277.4 +/- 43.27 6.8

Tableau IX. Concentrations métalliques (ug/g de poids sec) dans les parties molles de
D. polymompha exposée au plomb et au zinc. L'indice de contamination (I.C) est
calculé selon la formule: I. C. = Cd / Ci (Cd est la concentration de métal dans les
Dreissénes, Ci est la concentration initiale).

lll. LOCALISATION HISTOLOGIQUE DES METAUX

Aprés plus d'un mois de contamination par le plomb et le zinc, les Dreissénes ne
présentent pas d'aitérations tissulaires apparentes en microscopie optique.

1. LOCALISATION DU PLOMB

Le plomb est mis en évidence dans les tissus par la réaction au chromate de
potassium, basée sur la conversion des sels de plomb en chromate de plomb qui
prennent une coloration jaune.

Le cytoplasme des hémocytes granuleux contient des granules jaunes de
chromate de Pb. Le systéme circulatoire des bivalves étant ouvert, on observe des
granulocytes chargés en métal au niveau de tous les organes. lis infiltrent I'épithélium
sous palléal et bordent les tubules de la glande digestive ou de la gonade ainsi que
les épithéliums du tube digestif ou des reins. Les granulocytes sont particuliérement
nombreux au niveau des branchies ou ils contiennent plus ou moins de granules de
plomb (PL. XXXVII, fig. 1). Certaines cellules sont tellement chargées en métal que
plus aucune structure n'est reconnaissable (PL. XXXVII, fig. 2). Par ailleurs, quelques
granulocytes ont infiltré I'épithélium branchial et sont en contact direct avec le milieu
externe (PL. XXXVII, fig. 3). Nous ne pouvons dire si ces hémocytes, dans cette
situation sont, soit préts a quitter l'organisme par cette voie, soit préts a capturer le
métal présent dans le milieu.
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Apreés 35 jours de contamination, c'est les reins qui montrent la plus forte charge
en métal (PL. XXXVIiI, PL. XXXIX). Le plomb est présent dans la lumiére des tubules
rénaux proximaux et distaux externes (PL. XXXVIII, fig. 1 & 4) sous forme de granules
isolés ou regroupés en amas. Au niveau du tubule distal interne, le métal est localisé
dans les grandes vacuoles apicales (PL. XXXIX, fig. 2et3)

Par ailleurs, aucune trace de plomb n'est observable dans les podocytes des
glandes péricardiales.

2. LOCALISATION DU ZINC

Le zinc est révélé par différentes techniques histochimiques utilisant comme
réactif soit le zincon, soit la dithizone. Les observations histologiques montrent que le
métal est mis en évidence uniquement par la réaction combinant la dithizone et le
DMSO au niveau de I'épithélium branchial. Le zinc est alors localisé d'une maniére
diffuse dans les cellules a 'apex des filaments branchiaux (PL. XL, fig. 1).

IV. LOCALISATION CELLULAIRE DES METAUX

Dans le cadre de ce travail, la localisation des métaux par microanalyse de RX a
été abordée dans les hémocytes ainsi que dans les cellules épithéliales des organes
du systéme excréteur, les glandes péricardiales et les reins.

1. LOCALISATION DE PLOMB
1. 1. DANS LES HEMOCYTES

La microanalyse de RX couplée aux deux types de microscopes électroniques a
été utilisée.

Dans le cas du M. E. B., les hémocytes ponctionnés chez les Dreissénes
contaminées sont directement posés sur le support et ne subissent pas de fixation
chimique mais sont conservés simplement par dessiccation. Cette technique a
l'avantage d'étre simple et de respecter trés correctement la distribution des éléments
dans les structures comme le fait la fixation par congélation (Keller et al., 1992) qui
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nécessite, par ailleurs, un matériel important dont nous ne disposons pas au
laboratoire.

L'analyse combinée au M. E. B. permet d'obtenir un spectre d'éléments mais ne
permet pas une identification des structures intracellulaires concemées.

Les résultats ont été obtenus a partir de I'analyse de 25 spectres sur les cellules
provenant des individus de contrble et de 15 spectres sur les hémocytes issus des
individus contaminés.

Nous notons, dans les hémocytes des Dreissénes de contrble, la présence
principalement de P, Ca, S, associés en moindre proportion ou occasionnellement a
Fe, Mg, Zn, Cu, Al, Si et Pb (figure 23 A).

Nous retrouvons ces éléments au niveau des hémocytes provenant de
Dreissénes exposées au plomb, avec cependant, une proportion de plomb nettement
accrue (figure 23 B).

La microanalyse couplée au M. E. T. permet de faire correspondre I'analyse des
éléments & l'uitrastructure des organites cellulaires impliqués.

Une soixantaine d'analyses ont été réalisées dans les hémocytes de Dreissénes
exposées au plomb. Plusieurs spectres sont obtenus dans la méme cellule au niveau
de différents granules.

Le plomb est localisé dans la matrice des granules cytoplasmiques des
granulocytes (PL. XLI, fig. 1 et 2). Le métal est présent aussi bien au niveau de
granules trés denses aux électrons qu'au niveau de granules typiques a matrice
moyennement dense aux électrons. On retrouve la méme distribution d'éléments dans
les deux types de techniques. En effet, il est associé a P et Ca accompagnés, comme
chez les individus témoins, par S, Cu, Zn, Fe, Si et Mn.

Nous avions déja noté la présence occasionnelle de plomb dans la matrice
granulaire des granulocytes chez les individus de contrble. Chez les individus
contaminés, la détection du métal est plus fréquente et sa proportion plus élevée.

Par ailleurs, le plomb peut étre totalement absent de la matrice de certains
granules ou montrer des proportions identiques a celles des hémocytes des individus
de contrdle. Cette variation de détection du métal est certainement a mettre en
relation avec les différences d'états fonctionnels des granulations cytoplasmiques des
granulocytes.

Le métal est localisé aussi bien dans les granulocytes circulants qui ont été
ponctionnés dans le sinus du muscle adducteur que dans les cellules mobilisées au
niveau des organes d'excrétion comme les reins. La présence du métal est plus
fréquente dans les cellules infiltrées & la base des tubules rénaux. En effet, sur 17
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polymorpha (A) de contrble B) exposé au plomb



spectres que nous avons réalisé dans ces hémocytes, 13 indiquaient sa présence. A
ce niveau, on observe la présence de granulocyte typique mais aussi de granulocytes
qui présentent un stade de maturation 8gé. Leur cytoplasme contient en effet des
corps residuels, et de nombreuses granulations trés denses aux électrons (PL. XLII,
fig. 1).

Ces celiules sont Végalement observables parmi les cellules circulantes. Leur
ultrastructure n'est plus toujours respectée. En effet, fragilisés par leur surcharge
métallique, ces hémocytes ont pu étre endommagés pendant une des phases de
préparation. La membrane cytoplasmique n'est plus visible, seuls le noyau et le
cytoplasme sont observables. On peut noter toutefois que le cytoplasme contient des
corps résiduels chargés de matériel granuleux trés dense aux électrons. Certains
granules possédent un contenu complétement opaque aux électrons. L'analyse de
ces structures montre de trés fortes proportidns de plomb (PL. XLII, fig. 2).

L'analyse de la matrice des granules cytoplasmiques de petite taille des
hyalinocytes n'a pas mis de plomb en évidence. ‘

1. 2. DANS LES PODOCYTES DES GLANDES PERICARDIALES

Une vingtaine de spectres ont été obtenus par microanalyse de RX couplée au
M.E.B. & partir des glandes péricardiales d'individus de contrdle et exposés au plomb.
Dans ce cas également, les tissus sont conservés uniquement par dessiccation.

L'hétérogénéité des différentes distributions d'éléments ne permet pas de
mettre clairement en évidence le plomb au niveau des podocytes. En effet dans les
glandes péricardiales des Dreissénes contaminées, certaines analyses montrent la
présence du métal dont la fréquence et la proportion ne sont pas beaucoup
différentes de celles observées dans ces organes témoins

Quand le métal est présent, il est associé pnncnpalement a P et S et en moindre
proportlonaCa Fe, Mg, Si, Al, Cu et Zn.

La microanalyse de RX combinée au M. E. T. permet la localisation du métal a
l'échelle ultrastructurale. Environ vingt spectres ont été réalisés au niveau des

podocytes des glandes péricardiales de Dreissénes contaminées et témoins.

Les analyses ont penms de localiser le plomb principalement au niveau de la
matrice des granules cytoplasmlques dans les podocytes (PL XL, ﬁg 1et2).
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Alors que le métal est détecté ponctuellement dans les granules cytoplasmiques
des podocytes des individus de contrdle, il est mis en évidence dans presque toutes
les analyses chez les individus contaminés. Dans ce cas, le plomb est associé
principalement avec des éléments tels P, S et Ca accompagnés en moindre
proportion ou occasionnellement par Cu, Zn, Fe et Mn. Cette distribution est donc
identique a celle observée dans les analyses couplées au M. E. B. qui ne permettait
pas la localisation des éléments.

1. 3. DANS LES CELLULES RENALES

Nous avons montré précédemment la présence de granules dans les vacuoles
apicales des cellules du tubule distal interne. Elles sont composées en majorité par
P, S et Ca associé en moindre proportion ou rarement & Pb, Fe, Si, Cu, Zn, Mn et Mg.
Les 30 spectres réalisés au niveau-des granules rénaux des Dreissénes exposées au
plomb pendant 35 jours indiquent la méme distribution des éléments avec cependant
une charge nettement supérieure en plomb (PL. XLIV, Figure 1). Les granules
intravacuolaires constitués de matériel de diverse nature sont trés denses aux
électrons. Le plomb forme de petits amas totalement opaques aux électrons répartis
sur l'ensemble de la concrétion (PL. XLIV, fig. 2 et 3; PL XLV, fig. 2). Il peut
également s'accumuler en strates autour de la concrétion (PL XLV, fig. 1).

Les vacuoles cytoplasmiques, de petites, tailles chargées en éléments
métalliques fusionnent avec la vacuole apicale des cellules du tube distal interne et y
déverse son contenu (PL. XLV, fig. 2).

Les analyses de RX combinées au M. E. B. sur des tubules rénaux qui n'ont
subit aucune fixation chimique et conservés par dessiccation donnent la méme
distribution des éléments.

L'image X réalisée sur un de ces échantillons montrent la répartition de Pb, S,
Ca et P dans le tubule rénal distal inteme (Figure 24). On peut noter la parfaite
superposition du plomb (A) et du soufre (B) associés a de nombreux endroits au

calcium (C) et au phosphore (D).

2. LOCALISATION DU ZINC

Chez les Dreissénes de contrdle, le zinc est détecté comme nous l'avons
remarqué précédemment, au niveau des granulations cytoplasmiques dans les
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hémocytes et dans les podocytes des glandes péricardiales. Il est également mis en
évidence, en association avec de nombreux autres éléments métalliques dans les
granules intravacuolaires des cellules rénales.

Malgré une quarantaine d'analyses de RX en M. E. T. au niveau de I'épithélium
rénal et une quinzaine au niveau des hémocytes et des podocytes chez les
Dreissénes exposées a 1000 ug L-1 de zinc pendant 35 jours, nous n'avons pu
mettre en évidence une augmentation nette de la proportion du métal dans ces
celluies. ,

Chez les individus contaminés, la proportion de zinc correspond a celle détectée
chez les individus témoins dans les différentes types cellulaires, elle peut étre
également légérement supérieure ou exceptionnellement élevée ne permettant donc
aucune conclusion quant a une éventuelle suréharge de métal.

L'utilisation du pyroantimonate de potassium pendant la phase de fixation des
tissus rénaux et péricardiques n'a pas amélioré la détection du zinc, par microanalyse
RX, dans les diverses catégories de cellules. Cependant cette technique
cytochimique a permis de mettre en évidence des proportions plus élevées de calcium
dans les différentes structures. '

La microanalyse de RX couplée au M. E. B. n'a pas permis de révéler une surcharge
de zinc au niveau des hémocytes ou des podocytes chez les Dreissénes exposées

expérimentalement au métal.

Par contre, alors que le zinc est ponctuellement détecté, par cette derniére
technique, au niveau du tubule rénal distal interne des Dreissénes de contrdle (il est
détecté 5 fois sur 12 analyses), sa fréquence de détection est supérieure chez les
individus contaminés (le métal est mis en évidence dans les 8 analyses). Les
proportions de métal mesurées dans ce cas sont soit identiques aux témoins ou
légérement plus élevées.

L'image X (figure 25) réalisée au niveau d'une structure rénale distal interne
montre une bonne superposition des éléments P, S, Fe, Ca. La zone de répartition du
zinc est plus étroite mais se superpose aux zones de distribution des autres éléments
cités indiquant donc leur association.
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V. DISCUSSION

La localisation des métaux au niveau tissulaire et cellulaire permet de préciser
les sites d'accumulation, et par conséquent d'appréhender les voies de transport et
les voies de détoxication. L'utilisation des techniques histologiques et
microanalytiques apparait donc comme une étape indispensable & la compréhension
des mécanismes d'accumulation. Ainsi les études menées au niveau du tissu et de la
cellule représentent une suite logique a celles accomplies par dosage du métal total
au niveau de l'organisme ou des organes (spectrométrie d'absorption atomique). En
effet, en ce qui conceme la Dreisséne, si plusieurs études traitant de I'accumulation
de métaux au niveau de lindividu entier ont été réalisées, il n'existe a notre
connaissance que trés peu de recherches publiées s'attachant a préciser _Iq
localisation des métaux au sein de l'organisme.

La présence de plomb et de zinc dans les hémocytes de bivalves est un
phénomene classiquement observé que ce soit par microanalyse ou histochimie.
Ainsi, Coombs (1977), Schultz-Baldes (1977) et Georges (1980) ont démontré par
microanalyse de RX, la présence de plomb dans les hémocytes de M. edulis,
confrontée a des concentrations variables de plomb. Il en est de méme dans les
amoebocytes de C. gigas (Amiard et al. 1986) .

Les amoebocytes représentent également un site important d'accumulation du
zinc chez diverses espéces de bivalves marins tel que P. maximus (Ballan-Dufrancais
et al., 1982), O. edulis (Georges, 1980), C. gigas (Martoja et Martin, 1985) et de M.
edulis (George et Pirie, 1980).

Chez D. polymorpha, Maarouf (1988) a mis en évidence par histochimie le zinc
dans les granulocytes, puis Benyahia (1991) a révélé le plomb dans les méme
cellules par microanalyse laser (LAMMS) et par histochimie.

Dans notre étude, nous avons pu démontrer la présence de plomb et de zinc
dans les granules cytoplasmiques appartenant au systéme lysosomal des hémocytes
granuleux, mais il n'a pas été pas été détecté dans les hyalinocytes, ce qui vient
conforter I'hypothése d'une différence fonctionnelle dans le transport des métaux,
entre ces deux types cellulaires.

Les métaux détectés dans les hémocytes sont pris en charges par ces cellules
au niveau des organes de prise comme les branchies et la glande digestive.

La microanalyse a permis de démontrer la présence de plomb et de zinc dans
les granules cytoplasmiques des podocytes’ de la glande péricaridale de D.
polymorphé. Des observations similaires & propos du plomb sont rapportées par
Amiard et al. (1986) dans les cellules a pores de C. gigas.
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Si la littérature concernant ces deux métaux au niveau de la glande péricardiale
est encore peu abondante, I'accumulation d'autres métaux, essentiels ou non, tel que
le cadmium a été démontrée chez M. Mercenaria (Meyhofer et al., 1983) et D.
polymorpha (Herwig et al., 1989) ainsi que l'argent chez C. vana (Martoja et al., 1989)
et le Cuivre chez C. gigas (Amiard et al., 1986). ,

L'origine du plomb au niveau de la glande péricardiale est & mettre en relation
avec les fonctions d'ultrafiltration de I'hémolymphe et de réabsorption de ses
composés. _

Dans les deux types de cellules étudiées, granulocytes et les podocytes, les
organites cytoplasmiques impliqués dans le stockage, appartiennent toujours au
systéme lysosomal.

Chez de nombreuses especes, le rein est classiquement considéré comme
étant le site principal d'accumulation du plomb et du zinc (Schultz-Baldes, 1977
Coombs et George, 1978; George, 1980; George et Pirie, 1980), mais également
d'autres métaux (Carmichael et al., 1980; Robinson et Ryan, 1986, Hemelraad et
Herwig, 1988). Chez D. polymorpha, le plomb et le zinc ont été détectés dans des
concrétions localisées au niveau des vacuoles apicales du tube distal interne. Par
ailleurs le plomb a également été mis en évidence par histochimie dans la lumiére du
tubule proximal. ; 4

La localisation des métaux au niveau du rein est une conséquence de leur rejet
dans la cavité péricardique aprés leur passage dans les glandes péricardiales.

Dans les granulocytes, les podocytes et les cellules rénales ou ces métaux sont
accumulés, ils coexistent toujours avec certains éléments (S, P, Ca) et
occasionnellement avec de nombreux autres éléments (Fe, Al, Cu, Si, Mg).

Dans notre étude, il est important de considérer la présence occasionnelle de
plomb et de zinc chez les individus témoins. Dans ces cas, les métaux détectés
reflétent les conditions naturelles du milieu dans lequel les organismes ont été
prélevés avant I'expérimentation en laboratoire, démontrant ainsi que I'élimination du
métal et en particulier du plomb est processus lent. En effet, Benyahia (1991) a
démontré que chez D. polymorpha, aprés une période de dépuration d'une durée au
moins 1,5 fois plus longue que de phase de contamination (100 pg L-1 durant 27
jours), la décontamination totale de l'organismes n'est jamais atteinte.

Toutefois, si 'on observe une surcharge évidente en plomb chez les organismes
intoxiqués par rapport aux témoins, aucune différence n'est alors constatée en ce qui
conceme le zinc, ce qui tend & démonter clairement un contréle cellulaire différent en
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fonction du métal considéré, tel que cela a été avancé par George et Viarengo (1985)
(Cf figure 11 et 12, 1%@ partie).

La distribution du zinc et du plomb a 'échelle des tissus de la Dreisséne et des
cellules de ces tissus représente une donnée intéressante nous permettant de mieux
comprendre l'organotropisme de ces métaux, les voies de détoxication et donc leurs
dynamiques internes au sein de [organisme. Cependant de nombreuses
investigations complémentaires seraient utiles pour affiner notre compréhension de
ces mécanismes et de leur chronologie.

Si le transport et le systéme excréteur ont été étudiés, il conviendra de les
replacer dans un contexte plus général, comprenant notamment les organes de prise
(branchie et glande digestive). Dans ce contexte, des expérimentations d'intoxication
complémentaires (métaux dissous et particulaires) sont & entreprendre et la recherche
de métaux chez des organismes prélevés selon des intervalles de temps frés
rapprochés permettront de suivre précisément ['évolution du métal considéré.
L'utilisation de métaux marqués serait alors une possibilité particuliérement
intéressante.
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CINQUIEME PARTIE : EFFETS DES METAUX CHEZ
Dreissena polymorpha, APPROCHE




| : EFFETS CELLULAIRES ET BIOCHIMIQUES DES METAUX
1. EFFETS DES METAUX SUR LES HEMOCYTES
1. 1. EFFETS DES METAUX SUR LE NOMBRE TOTAL DE CELLULES CIRCULANTES

Les comptages du nombre total d'hémocytes chez les individus témoins et
exposés aux différentes concentrations métalliques de plomb et de zinc sont reportés
dans la figure 26.

Les tests statistiques de Mann-Whitney, non paramétriques, et de Student
montrent que sur I'ensemble des résultats seulement 5 valeurs moyennes chez les
individus contaminés sont significativement différentes des moyennes observées chez
les individus témoins a divers temps de prélévement.

Malgré le manque de significativité statistique hormis ces cing cas, nous
discuterons, quand cela sera possible, de la tendance dégagée par les différents
résultats.

La premiére remarque générale que nous pouvons faire au sujet de nos
résultats est la présence de valeurs relativement élevées pour les écart-types mettant,
entre autres, en évidence une forte variabilité interindividuelle pour chaque lot de 6
individus.

Aprés 2 et 7 jours de contamination, les concentrations métalliques les plus
faibles testées (400 pg L-1 de Pb et 500 pg L-1 de Zn) induisent une augmentation
non significative du nombre moyen d'hémocytes, alors que les doses les plus élevées
(800 pg L1 de Pb et 1000 ug L-1 de Zn) semblent au contraire induire une baisse (P<
0.05). Le phénoméne effet / dose est plus marqué pour les deux métaux aprés 2 jours
de contamination, il s'accentue seulement chez les individus exposés au zinc apres 7
jours. '

Aprés 21 jours d'exposition au plomb, la tendance observée précédemment
s'accentue et les moyennes des taux d'hémocytes chez les Dreissénes contaminées
sont significativement différentes de celle observée chez les témoins (P< 0.05) avec
un effet inverse selon la concentration: augmentation en présence de 400 pg L1 et
diminution en présence de 800 pg L-1.

A partir de 28 jours d'expérience le nombre moyen d'hémocytes chez les
individus contaminés a tendance a augmenter. Cette tendance se confirme a la fin de
I'expérience de contamination, avec une différence significative en présence de 1000
pug L-1 de Zn (P<0.1).
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Figure 26. Nombre d'hémocytes chez D. polymorpha (n = 6) exposée au plomb et au
zinc. Evolution en fonction de ia concentration de métal et du temps. (Test de Student,
test de Mann et Whitney, * P < 0.05,"P<0.02,** P« 0.01).
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La figure 26 montre la stabilité du nombre moyen d’hémocytes chez les individus
témoins tout au long de ces 35 jours d'expérience. Ce taux moyen peut varier de
4083 a 4885 cellules / mm3,

Le plomb, a la plus faible concentration testée semble induire, jusqu'a 21 jours
d'expérience une tendance progressive a l'augmentation des hémocytes qui ne
persiste pas aprés 28 et 35 jours. Une tendance identique est produite par la plus
forte concentration en fin d'expérience, a 28 et 35 jours.

Le zinc, a la plus faible concentration testée tend & accroitre le nombre
d'hémocytes en début et en fin d'expérience, la tendance s'inverse au jour 21. La plus
forte concentration de ce métal tend & baisser le nombre de cellules jusqu'a 7 jours de
contamination, alors que la tendance s'inverse a 28 et 35 jours, ou la différence
devient significative.

1. 2. EFFETS DE LA CONTAMINATION METALLIQUE SUR LES CAPACITES PHAGOCYTAIRES DES
HEMOCYTES

1. 2. 1. Effets des métaux in vivo

L'effet du plomb et du zinc sur les capacités de phagocytose de D. polymorpha
a été évalué aprés une exposition des Dreissénes a des concentrations de 400 et 800
ug. L-1 de Pb et de 500 et 1000 pg. L-1 de Zn. Les prélévements ont été effectués
dans cette étude seulement aprés 7, 22 et 35 jours de contamination.

Les résultats concernant les indices de phagocytose sont reportés sur la figure
2W:

La méme remarque que précédemment concemant une faible significativité
statistique peut étre avancée. Cependant certaines tendances peuvent étre
dégagées.

Aprés 7 jours d'expérience, la contamination par les métaux tend a entrainer
une baisse des capacités de phagocytose par les hémocytes quelque soit le métal.
L'effet est plus marqué pour les plus hautes concentrations métalliques et celui du
zinc 21000 pg. L-1 est particuliérement marqué (P< 0.001).

Aprés 22 jours, on observe un indice de phagocytose plus élevé chez les
individus soumis & 400 pg. L-1 de Pb (P< 0.001).

Les valeurs moyennes du nombre de cellules capables de phagocytose chez
les individus exposés aux autres concentrations métalliques sont proches ou
légérement inférieures a celles des témoins, sans étre significativement différentes.
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Figure 27. Effets des métaux in vivo sur les capacités phagocytaires de D. polymorpha
(n = 4). Pourcentage des hémocytes ayant au moins adhéré une bille de latex.
Evolution en fonction de la concentration de métal et du temps. (Test de Student, test
de Mann et Whitney, * P < 0.05, ** P < 0.02, **** P < 0.001).
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En fin d'expérience, aprés 35 jours, les capacités de phagocytose des Dreissénes
soumises aux contaminations métalliques restent inférieures a celles des controles,
sans différences significative du fait d'une grande variabilité interindividuelle. En
comparant ces résultats, a 35 jours, avec ceux de la numération cellulaire on observe
une tendance un accroissement du nombre d'hémocytes avec des capacités de
phagocytose réduites.

1. 2. 2. Effets des métaux in vitro

La capacité phagocytaire des hémocytes soumis in vitro pendant 2 heures a
des concentrations subléthales de Pb+*, Zn** a été mesurée chez D. polymorpha,
les résultats sont exposés sur la figure 28.

Des concentrations de 1 et 6 mg. L-1 de Pb et de Zn ont tendance a réduire les
capacités de phagocytose des hémocytes. Seuls les effets observés pour les
concentrations les plus faibles en Zn sont significativement differents du contrdle.

Les deux tests de phagocytose réalisés mettent en évidence que le zinc a une
concentration de 1000 ug. L-1 induit des effets identiques sous des conditions
expérimentales in vivo ou in vitro, a savoir une diminution des capacités
phagocytaires des hemocytes.

2. IMPACT DES METAUX SUR LES PRINCIPALES ENZYMES LYSOSOMALES
2. 1. EVALUATION CYTOCHIMIQUE

L'effet du plomb, métal non essentiel, et du zinc, métal essentiel, sur le systéme
lysosomal des hémocytes est évalué par des méthodes cytochimiques sur des frottis
d'hémolymphe. Les phosphatases acides et les B glucuronidases sont appréciées
d'une maniére semi quantitative dans les hémocytes de Dreissénes soumises a des
concentrations métalliques de 400 et 800 ug L-1 de Pb et de 500 et 1000 pg L1 de
Zn aprés 7, 21 et 35 jours d'expérience.

2 1. 1. Evaluation des phosphatases acides
La quantité de granules cytoplasmiques présentant une activité phosphatasique

acide est évaluée dans chaque cellule (200 sont comptées) et quatre classes (classe
1: 0-25 % de granules positifs, classe 2: 25-50 %, classe 3: 50-75 %, classe 4: 75-
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Figure 28. Effeps des métaux in vitro sur les capacités phagocytaires de D. polymorpha
(n = 4). Densité optique du lysat hémocytaire. (Test de Student, test de Mann et
Whitney, *P < 0.05).
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100%) sont ainsi définies arbitrairement. Les résultats concernant le pourcentage de
chaque classe chez les individus de contréle et soumis aux contaminations
métalliques sont indiqués sur la figure 29.

Pour les trois périodes (7, 21 et 35 jours) de prélévement on observe une
baisse, le plus souvent significative, du pourcentage de la classe 1 au profit des
classes 3 et 4.

Ce phénoméne est particulierement accentué dans la population hémocytaire
des individus exposés aux plus faibles concentrations de Pb et de Zn testées, aprés 7
jours d'expérience. Cette prédominance de la classe 4 ne se prolonge pas d'une
fagon aussi marquée aprées 21 ou 35 jours de contamination.

Le pourcentage de la classe 2 chez les individus soumis aux contaminations
métalliques varie trés peu par rapport a celui observé chez les individus témoins.
C'est donc la classe 1 qui est particuliérement influencée a la baisse au profit des
classes 3 et 4.

2. 1. 2. Evaluation des B glucuronidases

Le nombre de cellules présentant une activité pour les B glucuronidases
relativement faible dans I'ensemble de la population hémocytaire, nous avons donc
choisi de mesurer d'éventuelles variations en ne considérant que le nombre
d'hémocytes positifs parmi 1000 cellules observées chez les Dreissénes de controle
ou exposées aux métaux. Les résultats sont donnés dans la figure 30.

Alors qu'en présence de 400 pg L-1 de Pb il n'y a pas d'action significative,
I'exposition & 800 ug L-1 de Pb entraine aprés 7 jours une augmentation significative
(P< 0.02) du nombre de cellules contenant cette enzyme. Ce processus persiste
aprés 21 et 35 jours d'expérience.

L'exposition a la plus basse concentration de zinc de 500 pg L-1 ne produit le
méme phénomeéne qu'a partir de 21 jours de contamination (P< 0.01). La plus forte
concentration de zinc induit une baisse a 21 jours (P< 0.001), puis une faible
augmentation du nombre de cellules positives, aprés 35 jours (P< 0.05).

2. 2. MESURE QUANTITATIVE DE L'ACTIVITE DES PHOSPHATASES ACIDES
Des mesures quantitatives de l'activité des phosphatases acides ont éte

réalisées sur les deux fractions de I'hémolymphe (culot cellulaire et sérum) chez des
Dreissénes exposées a 400 et 800 pg L-1 de Pb et a 500 et 1000 pg L-1 de Zn
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Figure 29. Répartition des différentes classes d'abondance des phosphgtases aciQes
dans les hémocytes de D. polymorpha (n = 4) exposée au plomb et au zinc. Evolution
en fonction de la concentration de métal et du temps. (Test de Student, test de Mann

et Whitney, * P < 0.05, ** P < 0.02, *** P < 0.01,”** P < 0.001).
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pendant 35 jours, de fagon a déceler une éventuelle sortie d'enzyme dans le
compartiment extracellulaire. A chaque prélévement, les dosages ont été réalisés sur
5 pools de culots et de sérums provenant chacun de I'némolymphe de 5 Dreissénes.
Les résultats sont donnés dans les figures 31 et 32.

Pour tous les temps de prélévements, les dosages des phosphatases acides
dans les culots cellulaires ou dans les sérums des individus exposés aux métaux ne
montrent pas de différences significatives avec les dosages réalisés chez les
individus de controle. De plus, aucune tendance ne peut étre dégagée de ces
résultats.

Nous avons vérifié par des essais d'inhibition in vitro que le plomb (10, 50, 100,
500 et 2500 pg l_'1) et le zinc (100, 500, 1000 et 2500 pg L‘1) n'inhibaient pas les
activités enzymatiques dans le sérum ( figure 33.)

Il. DISCUSSION

Le but de notre étude était d'identifier des réponses de stress chez D.
polymorpha soumises & des contaminations par les métaux dans des conditions
expérimentales du laboratoire.

En effet, chez les bivalves, les hémocytes qui sont présents au niveau de tous
les tissus de l'organisme et qui participent activement aux mécanismes de défense
inteme constituent un indicateur de stress représentatif de l'individu. lls ont d'ailleurs
été utilisés dans ce sens par Fisher et al. (1990) et par Hansen (1992) pour évaluer
limpact de la contamination par les micropoliuants organiques.

Les variations de la population hémocytaire et de ses capacités physiologiques
ainsi que les réponses du systéme lysosomal des cellules nous semblent des indices
de stress valables.

Les indices, une fois identifiés au laboratoire pourrait étre utilisés in situ afin
d'évaluer limpact sur les organismes de la contamination des écosystémes
aquatiques par les métaux lourds.

Dans une premiére approche, nous avons donc évalué l'effet des métaux sur le
nombre total de ces cellules. Notre étude a été réalisée sur un temps suffisamment
long (35 jours) pour évaluer un effet de toxicité chronique.

Les concentrations métalliques que nous avons testé dans cette étude, soit 400
et 800 pg L-1 de plomb et 500 et 1000 pg L-1 de zinc sont largement supérieures a
celles rencontrées dans I'environnement mais sont nettement inférieures aux CL 50
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culots cellulaires, n = 5) de D. polymorpha exposée au plomb et au zinc. Evolution en
fonction de la concentration de métal et du temps.
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mesurées chez Dreissena (Zn: CL 50 = 10.8 mg L-1en 28 jours (Maarouf, 1988); Pb:
CL 50 > 10 mg L-1 en 96 h (Mouabad, 1991); 1 et 10 mg L-1 de plomb provoque la
mort de, respectivement, 10 et 25 % d'une population en 15 jours de contamination
(Benyahia, 1991)).

Une augmentation du nombre d'hémocytes est un phénoméne que I'on peut
s'attendre a observer chez des mollusques bivalves soumis a un environnement
contaminé. En effet, les bivalves chez qui les hémocytes participent aux mécanismes
de détoxication des métaux pourraient accroitre le nombre de cellules permettant
ainsi une élimination plus importante de la surcharge métallique.

Cependant, la littérature concernant cet effet est assez contradictoire. Si
certains auteurs trouvent une augmentation, d'autres observent une baisse et il faut,
sans doute, incriminer d'une part les conditions expérimentales différentes d'un auteur
a l'autre et surtout les variations de sensibilité des différentes espéces.

Ainsi, un nombre plus élevé d'hémocytes et plus particuliérement de
granulocytes est observé chez certains bivalves soit soumis in situ & un
environnement contaminé par les métaux ((C. gigas et C. virginica, ) Ruddell et Rains,
1975, (M. arenaria) Seiler et Morse, 1988) ou par une contamination par le cuivre (M.
edulis) Pickwell et Steinert, 1984; (C. virginica ) Cheng, 1988a).

Par contre, le méme métal provoque une baisse de I'effectif hémocytaire chez
V. cyprinoides (Suresh et Mohandas, 1990b) pour des concentrations métalliques
proches de la CL 50 de I'espéce.

Le cadmium, autre métal trés souvent testé provoque selon I'espéce ou selon
Iexpérience des effets contraires: il fait diminuer le nombre total d'hémocytes chez O.
edulis (George et al., 1983) alors qu'il le fait augmenter chez C. virginica (Cheng,
1988a).

L'absence d'effet sur le nombre d'hémocytes est également observé chez
d'autres bivalves comme C. virginica (Cheng, 1988a) ou chez S. scripta (Suresh et
Mohandas, 1990b) exposés a des doses de cuivre trés inférieures a la dose létale
dans le cas de la derniére espéce ou comme M. edulis et C. virginica exposés a des
micropolluants organostaneux (Pickwell et Steinert, 1988). Un phénoméne identique
se produit chez d'autres invertébrés tel le crustacé, C. moenas qui montre une
certaine tolérance a une exposition au mercure (Truscott et White, 1990).

Nous n'avons pas observé de différences significatives entre le nombre
d'hémocytes chez les individus contaminés ou non et certaines hypothéses peuvent
expliquer ces résuiltats:

- La tolérance de l'espéce a des doses faibles, nettement inférieures aux
concentrations létales.
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- Par ailleurs les Dreissénes soumises & un environnement pollué réduisent leur
activité de filtration, limitant ainsi les contacts avec le milieu extérieur. Mouabad
(1991) a montré qu'1 mg L1 de plomb ou de zinc réduit le taux de filtration de
Dreissena, respectivement, de 60 et 45 %.

- Les bivalves possédant un systéme circulatoire ouvert, il existe des
fluctuations aussi bien du volume total de 'hémolymphe dans l'organisme que du
nombre d'hémocytes Cheng (1988a).

- La présence d'une variabilité interindividuelle assez importante chez les
mollusques bivalves en présence d'un polluant.

- Un nombre trop faible d'individus soumis aux expériences.

- La forme sous laquelle les métaux ont été administrés.

Dans une deuxiéme approche, nous avons évalué I'impact du plomb et du zinc
sur les capacités phagocytaires des hémocytes. Nos résultats montrent que les deux
métaux ont tendance a induire une diminution des capacités phagocytaires des
hémocytes de D. polymorpha. Les effets produits in vivo par le plomb sont
proportionnels a la dose sauf au 22 €me jour de 'expérience. En effet, les hémocytes
des individus soumis a la plus faible concentration de plomb montrent un taux de
phagocytose significativement supérieur a celui des individus témoins, phénomeéne
qui ne se prolonge pas ensuite et qui reste difficilement explicable.

In vitro le plomb et le zinc tendent également a réduire les capacités de
phagocytose des hémocytes.

La encore, les résultats de la littérature sont controversés et difficile a
interpréter. En effet, chez C. virginica, la contamination par le cuivre (1 mg L-1) in vivo
inhibe les capacités de phagocytose tandis que le cadmium produit un effet inverse
(Cheng, 1988b). Par contre, ces effets ne sont plus observés lors d'expériences
menées in vitro, méme a des concentrations plus élevées de 5 mg L-1. Il en est de
méme pour le plomb et le zinc utilisés & des concentrations de 1 et 5 mg L*1.

Par ailleurs, les capacités phagocytaires des hémocytes peuvent étre affectées,
chez les bivalves par d'autres micropolluants comme certains fongicides (Alvarez et
al., 1991; Alvarez et Friedl, 1992) biocides (Fisher et al., 1990) ou phénols (Fries et
Tripp, 1980).

Chez les vertébrés, le plomb et le zinc peuvent induire plusieurs effets
contraires sur le systéme immunitaire et entrainer une inhibition ou une stimulation
des capacités phagocytaires des macrophages ou des leucocytes polynucléaires
(Koller et Roan, 1977; Koller, 1980; Baginski, 1989)

Ces études font ressortir que les bivalves présentent non seulement une
variabilité inter individuelle assez élevée mais aussi des réponses trés hétérogénes
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que ce soit pour une espéce face a différentes concentrations d'un metal ou que ce
soit pour diverses espéces vis-a-vis du méme métal. Par ailleurs, la comparaison
entre les différentes études est rendue difficile, voire impossible par la diversité des
protocoles expérimentaux employés.

Enfin dans une demiére approche nous avons évalué l'impact du plomb et du
zinc sur le systéme lysosomal des hémocytes par des méthodes cytochimiques et par
la mesure quantitative de l'activité des phosphatases acides.

Certains types d'hémocytes possédent, en effet, un systéme lysosomal bien
développé, ol divers types de micropolluants peuvent s'accumuler. Ainsi isolés dans
ce compartiment, ils peuvent ne pas induire d'effets toxiques tant que les capacités
de stockage des lysosomes ne sont pas saturées. Le systéme lysosomal est sensible
aux perturbations de I'environnement par différents types de xénobiotiques. La
réponse des lysosomes, principalement au niveau de la glande digestive, constitue un
indice de stress souvent utilisé aussi bien chez les bivalves et chez les gastéropodes
que chez d'autres invertébrés comme le crustacé, C. moenas (Moore, 1977; Moore et
al.,1982; Amiard et al., 1982; Viarengo, 1985; Marigomez et al., 1989). Toutefois dans
quelques cas, la réponses des lysosomes a été évaluée au niveau des hémocytes
chez les mémes espéces (Amiard et al., 1982; Steinert et Pickwell, 1984; Pickwell et
Steinert, 1984; Suresh et Mohandas, 1988a).

Nos résultats concemant les mesures quantitatives de phosphatases acides
montrent que les doses utillisées n'ont pas provoqué de variations sensibles des
activités enzymatiques. En effet, aucun taux d'activité enzymatique mesuré dans les
culots cellulaires ou dans les sérums de I'hémolymphe des individus exposés aux
métaux n'est significativement différent des taux mesurés dans les mémes fractions
de I'hémolymphe chez les individus de .contréle. 1 est & noter, dans cette étude, les
valeurs relativement peu élevées des écart-types pour les activités enzymatiques.

Par contre, l'étude cytochimique s'est révélée plus fructueuse. En effet, nos
résultats montrent une augmentation du pourcentage des classes 3 et 4,
caractérisées par une activité phosphatasique acide plus importante, chez les
Dreissénes soumises aux contaminations métalliques.

De méme, le plomb, & la plus forte concentration testée et aprés 7 jours de
contamination induit une augmentation nette du nombre d'hémocytes présentant une
activité pour les B glucuronidases. Cet effet s'amorce pour la plus faible dose en fin
d'expérience.

Le zinc provoque les mémes effets, a la plus faible dose a partir de 21 jour, et
aux deux doses en fin d'expérience.
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Les différences observées entre les deux techniques d'évaluation de l'activité
des phosphatases acides pourraient s'expliquer d'une part par la légere différence
des substrats de révélation utilisés qui ne permettent pas le dosage des mémes
isoformes de l'enzyme et d'autre part par le fait que I'utilisation de triton pendant la
préparation des culots celiulaires n'a pas permis de faire éclater les lysosomes et
qu'un broyage des cellules aurait été nécessaire.

Amiard et al (1982) ont montré que certains métaux comme le cadmium, le
plomb, le cuivre et le zinc ne produisent aucun effet sur l'activité de plusieurs
enzymes hémocytaires chez C. moenas. Par contre, les activités phosphatasiques et
estérasiques sont réduites par ces métaux au niveau des cellules de la glande
digestive.

Par ailleurs, Steinert et Pickwell (1984) et Pickwell et Steinert (1984) observent
une augmentation d'une hydrolase lysosomale, le lysozyme, dans la fraction sérique
de 'hémolymphe de M. edulis exposée au cuivre. L'enzyme est libérée par les
hémocytes ou l'intégrité membranaire des lysosomes n'est plus respectée.

De nombreux xénobiotiques organiques ou métalliques provoquent une
augmentation du volume des lysosomes et la formation de lysosomes géants,
phénoménes associés & la perte de la stabilité des membranes lysosomales
entrainant une libération des enzymes dans le cytosol (Lowe ef al, 1981, Moore,
1985; Marigomez et al., 1989).

Une augmentation du taux d'enzymes lysosomales est également observé par
Moore (1977) dans les cellules endodermiques d'une espece de coelentéré,
Campanularia flexuosa, exposé au cuivre, au cadmium ou au mercure.

D'autres métaux comme le zinc et le plomb (Stemlieb et Goldfischer, 1975;
Chvapil, 1972, cité par Marigomez et al, 1989) sont capables de stabiliser les
membranes des lysosomes. Ces deux métaux peuvent également montrer des effets
stimulateurs sur les enzymes lysosomales (Webb, 1979 cité, par Viarengo, 1985,
Koller, 1980).

D'autres études de dosages d'activité phosphatasiques acides dans
I'hémolymphe de certains bivalves contaminés par les métaux ne mettent pas
clairement en évidence les effets du métal. Suresh et Mohandas (1988a) étudient
limpact du cuivre sur l'activité des phosphatases acides de I'hémolymphe chez deux
bivalves. lis réalisent leur dosages sans séparer les fractions cellulaires et sériques de
fhémolymphe et leurs résultats montrent beaucoup de variabilités. lis observent,
ponctuellement, pour certains prélévements, aux doses les plus faibles de métal
testées, une augmentation du taux d'activité des enzymes puis une baisse pour les
doses métalliques plus élevées, iréguliérement tout au long de l'expérimentation. Ces
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résultats montrant de grandes fluctuations ne prétent pas, a notre avis, & une
interprétation biologique correcte.

Dans cette approche expérimentale préliminaire, nous avons pu montrer que:

- D. polymorpha résiste bien & des doses métalliques importantes, nettement
supérieures a celles observées dans les écosystémes aquatiques d'eau douce, en
tout cas en ce qui conceme le plomb. Ces phénoménes sont bien évidemment a
mettre en relation avec les capacités de cette espéce pour la bioindication.

- Les Dreissénes réagissent a la contamination par les métaux en augmentant
l'activité de certaines hydrolases lysosomales. L'évaluation cytochimique de l'activité
des phosphatases acides et des B glucuronidases permet d'observer une réponse
méme pour les plus faibles doses testées.

- La plus faible dose de plomb induit une augmentation significative du nombre
d'hémocytes en cours d'expérience. La plus forte dose de zinc provoque des effets
identiques en fin d'expérience.

- Les deux métaux ont tendance a provoquer une baisse des capacités de
phagocytose de l'espéce.

D'autres études basées sur des intoxications sub-aigués permettant de valider
le modéle et d'identifier des tests intéressants seront nécessaires.

Il serait intéressant également d'améliorer les tests utilisés en réalisant des
comptages différentiels dans la population hémocytaire.

L'activité des enzymes lysosomales pourra étre évaluée au niveau d'autres
organes, riches en lysosomes comme la glande digestive ou la glande péricardiale.

Enfin d'autres hydrolases lysosomales pourront étre testées dans les différents
organes.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Les travaux antérieurs avaient prouvé la capacité de bioaccumulation, la
contribution des hémocytes, le role des organes excréteurs dans la détoxication des
métaux sans support ultrastructural ni connaissance anatomique précise.

Une adaptation des techniques de microscopie a été nécessaire en amont de
I'étude cytologique fine des hémocytes.

La morphologie et l'ultrastructure des différentes populations d'hémocytes, de la
glande péricardiale et des reins ont été décrites.

Connaissant I'anatomie, le devenir des métaux a été abordé en ce qui concermne
trois compartiments: hémolymphe, glande péricardiale et reins. Deux métaux ont été
étudiés, Zn et Pb, leur comportement différent pouvant s'expliquer par leur statut : un
élément essentiel, le zinc et l'autre non essentiel, le plomb. Dans les conditions
expérimentales utilisées, le zinc ne présente pas de surcharge détectable. Le schéma
de synthése présenté a la figure 34 propose le devenir du plomb.

Le plomb, sous ses formes dissoutes traverse I'épithélium branchial et est libéré
du coté hémolymphatique. Parmi les hémocytes, seuls les granulocytes interviennent.
Au cours de leur déplacement, ceux ci peuvent soit se retrouver dans le sinus de la
glande péricardiale, soit dans le sinus rénal.

Au niveau de la glande péricardiale, il y a en méme temps ultrafiltration,
réabsorption et invasion par les granulocytes de I'épithélium péricardial. Le produit
final est transporté par le liquide péricardial sous une forme dissoute ou particulaire
vers le pavillon cilié, puis le rein proximal. Celui ci ne semble pas jouer un rdle dans le
cycle du métal.

Le rein dans sa portion distale intervient d'une maniere prépondérante. La
cellule du tube rénal distal filtre également et absorbe le métal présent dans
Fhémolymphe. Un enrichissement localisé en métal par libération du contenu des
granulocytes du coté basal de I'épithélium est également possible.

La cellule rénale montre une activité lysosomale intense et expulse des granules
rénaux riches en métal (Pb) associé a d'autres éléments principaux (P, S, Ca) et
mineurs (Zn, Cu, Fe, Al, Mg).

Ces granules rénaux sont observables dans la lumiere rénale et sont émis par le
pore excréteur dans la chambre supra branchiale.
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A anus

B: bouche

Br: branchie

Co: coeur

G: gonade

GD: glande digestive
GP: glande péricartiale
Gr: granulocyte

Hy: hyalinocyte

OG: orifice génital

Pc: pavillon cilié

PE: pore excréteur

RD: rein distal

RP: rein proximal

SE: siphon exhalant
SI: siphon Inhalant
TD: tube digestif

ah: absorption

cm: complexe métallique
dia: diapéddse

uf: ultrafiltration/réabsorption

Figure 34: Schéma de synthése replagant les hémocytes, la glande péricardiale et Ie
rein dans le devenir du plomb dans l'organisme de D. polymorpha. (
cheminement du plomb dans I'hémolymphe;——— : cheminement du plomb pns
en charge par les cellules)



Ainsi, quelle que soit la cellule concemée dans le processus de transport ou de
détoxication (granulocyte, podocyte, néphrocyte), le systéme lysosomal joue un role
prépondérant. Une tentative d'évaluation de I'activité enzymatique était donc justifiée.
Une activité phosphatasique acide a été mise en évidence dans les granules
cytoplasmiques des granulocytes et des podocytes indépendamment de la présence
de métal.

Une évaluation de la capacité de la Dreisséne & répondre a la présence du
métal a été entreprise dans une approche préliminaire par la recherche d'une
modification de lactivité des hémocytes: nombre total, capacité de phagocytose,
activité lysosomale. Selon nos résultats, il existe une tendance a 'augmentation du
nombre d'hémocytes en présence de métal. L'activité phagocytaire n'est pas
significativement modifiée. Il semble cependant qu'une réponse existe dans les
granulocytes avec augmentation du nombre de granules & activité phosphatasique
positive.

Afin d'appréhender les mécanismes d'accumulation, de détoxication et
d'excrétion des métaux au niveau de I'ensemble de l'organisme il conviendra d'étudier
plus précisément les organes de prise comme la branchie et la glande digestive, ainsi
que le rein proximal, sur les plans de l'ultrastructure et de la micronanalyse. |l serait
également intéressant d'étudier le transport du métal dans I'hémolymphe et de
rechercher la nature de complexants telles que les métalloprotéines.

Par ailleurs, des recherches ultérieures complémentaires basées sur des
intoxications subaigués permettront d'identifier correctement des réponses de stress
chez la Dreisséne. Il serait alors intéressant de différencier lors de la numération les
hyalinocytes et les granulocytes. Des techniques biochimiques mieux adaptées
pourraient permettre une évaluation quantitative de I'activité lysosomale intra et extra
cellulaire. Une fois identifiées au laboratoire, les réponses pourraient étre utilisées in
situ comme indicateur de stress de contamination par les métaux.

Il conviendra également de mener des études sur le devenir du plomb sous
forme particulaire. Des études allant dans ce sens sont actuellement en cours.
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