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ANNEXE :

LEGENDE DES PLANCHES DE L’ETUDE HISTOLOGIQUE
(EXEMPLAIRE VOLANT)



Annexe — Exemplaire Volant

Abréviations Légende
A Ac Actine
: Al Aliment
. Aur. Acide urique
B: B.Br. Bordure en brosse
C C. Concrétion
. CC Cell coat
C.C.Ca. |Concrétion de la cellule a calcium
C.C.G.D. |Cellule du canal de la glande digestive
C.Ca Cellule a calcium de la glande digestive (cellule basophile)
C.Ca.Cj. |Cellules a calcium du conjonctif
C.Cj. Capsule conjonctive
C.D. Cellule digestive
C.D.Exc. |Cellule digestive en phase excrétrice
C.D.Gd. |Cellule digestive de la glande digestive
C.Ed.+ |Couche électrondense
Cj. Conjonctif
C.Ed.- Couche peu électrondense
C.M. Créte mitochondriale
C.N. Concrétion du néphrocyte
C.P. Cellules a pores (« pore cells »)
C.Pi. Cellule pigmentée
C.Pn. Citerne périnucléaire
C.r.-C.R. | Corps résiduel (systéme lysosomial, lipofuscine, figures myéliniques)
C.REL. |Citerne du REL
i C.REL.C. |Citerne du REL avec condensat
C.S.M. Creéte sacculaire mitochondriale
» CUr Canal urinaire primaire
C.V. Coalescence de vésicules
N & A A Conjonctif pédieux
i Cj. P.I |Conjonctif péri-intestinal
. Ci.P.R. | Conjonctif péri-rénal
3 Co. Fibres de collagéne
i Co.V.A. |Colloides de la vacuole apicale
i Cw.RE. |Cupule du réticulum endoplasmique lisse
D D. Desmosome
. D.C. Déchets cellulaires
. D.Pu. Déchets puriques
'. De. Desmosome cloisonné = jonction septée
E: ED. Epithélium dorsal
i E.D.X. |AnalyseX
; Eh. Entérohépatocyte
. E.E.L.S. |Analyse par perte d’énergie
i\ EL Espace intercellulaire
. E.n. Epithélium intestinal
End. Endocytose
. EV. Epithélium ventral
F: F. Fente de filtration
\ FLREL. |Floculum lié au REL
FLVA.A. |Floculum vacuolaire
FM. Figure myélinique (systéme lysosomial)

! F.N.-N.F.

Fibre nerveuse




Annexe — Exemplaire Volant

Ly?2.

Abréviations Légende
G G. Appareil de Golgi (dictyosome)
G.Cy. Granule cytoplasmique
G.D. Glande digestive
Gl Glycogéne
Gr.M. Grain métallique
Gr.M.AL Granule métallique dans 1’alimentation
Gr.M.Eh. Granule métallique d’entérohépatocyte
Gr.M.Cj. Granule métallique de cellule du conjonctif
Gr.M.H. Granule métallique dans I’hémocyte
G.S. Grain de sécrétion
H H. Hémocyte
He. Hémocyanine
He. Hémolymphe
Het. Hétérochromatine
I LD. Interdigitation
LL. Inclusion lipidique
LMb.PLL. Invagination de la membrane plasmique latérale
Inv, Invagination de la membrane plasmique
J J.S. Jonction serrée = « tight junction »
L L. Lumiére
L.B. Lame basale
LCUIL Lumieére du canal urinaire primaire
L.C.G.D. Lumiére du canal de la glande digestive
LE.L Lésion de I’épithélium intestinal
L.G.D. Lumicre de la glande digestive
L.IL Lumicére intestinale
L.R. Lumiére rénale
L.Va. Liquide vacuolaire
La.R. Lamelle rénale
Lf. Lipofuscine
Ly. Lysosome
Lyl. Lysosome primaire

Lysosome secondaire (phagolysosome)




Annexe — Exemplaire Volant

Abréviations Légende
M: M. Mitochondries
: Mc. Mucocyte
M.D. Mitochondrie en division
M.F. Mitochondrie filamenteuse et branchée
MM. Matrice mitochondriale
M.P. Matrice du péroxysome (catalases)
. Mb.L. Membrane du lysosome
. Mb.M.Ext. | Membrane mitochondriale externe
\ Mb.M.Int. |Membrane mitochondriale interne
:  Mb.N. Membrane nucléaire
Mb.P. Membrane du péroxysome
Mb.P.A. |Membrane plasmique apicale
Mb.P.B. |Membrane plasmique basale
. Mb.P.L. |Membrane plasmique latérale
. Mb.Ph.Ly. | Membrane du phagolysosome
. Mb.V.C. |Membrane de la vacuole a concrétion
Mb.Va. |Membrane de la vacuole apicale
M.E.T. |Microscopie électronique a transmission
M.P. Matrice du péroxysome
Mz Microtubule
Mu. Fibre musculaire
; Mp. Microvillosités
N': N. Noyau
. N.C Noyau de la concrétion
: N.Ne. Noyau du néphrocyte
i N.Py. Noyau pycnotique
E Ne. Néphrocyte
. Ne.F. Néphrocyte au stade final
i Ne.l Néphrocyte intermédiaire
. Ne.J. Néphrocyte jeune
i Neuw. Neurocyte
E Nu. Nucléole
i Nui.P. Nucléoide du péroxysome (uricase cristallisée formant un rhomboide
. Nup. Nucléoplasme
P P. Péroxysome
. P.C « Pore cell »
P.Ca. Grain de phosphate de calcium
P.Ca.M. |Grain de phosphate de calcium (mitochondrial)
P.Ex. Produits d’excrétion
P.F. Péroxysome en formation
Phly. Phagolysosomes




Annexe — Exemplaire Volant

Abréviations Légende
R: R Rein
f R.L. Ribosomes libres
REG. Réticulum endoplasmique rugueux
REL. Réticulum endoplasmique lisse
i REL.Cu. |Cupule du REL, péri-péroxysome
. REL. L.Pn. |REL lamellaire périnucléaire
 REL.On. |REL ondulé
i REL.T.D. |REL tubulaire dense
. REL.T.L. |REL tubulaire lache
. REL.T.Pn. |REL tubulaire périnucléaire
S S.R. Sac rénal
: S.S. Sinus sanguin
S.S.L.R. |Sinus sanguin de la lamelle rénale
: Si. Silice amorphe
U: Ul Uretére primaire
. UF. Ultra-filtrat
. UP. Urine primaire
V: V.C. Vacuole a concrétion
: V.E. Vésicule d’endocytose = vésicule & manteau (micropinocytose)
V.I.Va. |Vésicule intra-vacuolaire
V.L. Vésicule lipidique
; Va. Vacuole
: Va.A.-VA.A. | Vacuole apicale
Va.D. Vacuole digestive
. Va.D.M. |Vacuole digestive avec présence de plomb
L Va.M. Vacuole contenant des métaux
Z

Zonula adhaerens
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AVANT-PROPOS

Aprés I’obtention d’un DEA en Sciences Agronomiques des Universités de Nancy-Metz
dont le mémoire avait pour objectif I’étude de la valeur nutritive chez le ruminant d’aliments
issus d’un traitement biomécanique, j’avais envisagé poursuivre en thése sur la méme
problématique. Les ravages de I’ESB, ’augmentation du nombre de N.M.C.J. en Angleterre
et le désengagement des industriels ont mis fin a toutes les recherches visant au
développement de technologies de valorisation de certaines biomasses qui se sont révélées,
trés justement, a haut risque.

Il s’est avéré que cette période correspondait & une demande des héliciculteurs (GNPE)
quant a une démarche de reconnaissance de la qualité de leur production. Dés lors, avec 1’aide
de monsieur le professeur Gomot, j’ai pu orienter ma recherche vers un double objectif de
recherche fondamentale et appliquée puisque, d’une part, du fait de caractéristiques
biologiques spécifiques, I’escargot présente des capacités en partie connues de
bioaccumulation des métaux et que d’autre part, ces capacités peuvent nuire a la qualité de la
production si I’aliment distribué présente en Iui-méme des concentrations trop élevées en
métaux.

La démarche suivie a donc consisté a concilier recherche fondamentale et appliquée sur
une méme problématique a savoir la caractérisation de Mollusques gastéropodes terrestres en
tant que bioindicateurs de la contamination polymétallique (Cr, Mn, Fe, Zn, Cu, Cd et Pb, et
dans certaines conditions Al).

Les activités de recherche fondamentale et de recherche appliquée se sont déroulées
simultanément avec la participation a des congres relevant de 1’écotoxicologie aussi bien qu’a
des séminaires et journées de travail des producteurs d’escargots dont le groupement national
entretient des relations avec plusieurs équipes de recherche (Universités de Besangon, de
Rennes, de St Etienne, Centre INRA du Magneraud) et des centres professionnels.

Le présent mémoire suit plus ou moins cette démarche en traitant dans une premiére partie
de la problématique et des données bibliographiques pouvant venir la conforter, nourrir une
discussion ou ouvrir de nouvelles perspectives.

Il s’est avéré, au vu des premiers résultats, qu’une recherche spécifique des données
existantes sur le rein des gastéropodes et sa physiologie devait étre entreprise, ¢’est pourquoi
un chapitre exhaustif est réservé a ce sujet. Les autres chapitres de cette premiére partie
concernent la problématique de la bioindication des métaux.

La deuxiéme partie traite classiquement des matériels et méthodes sans faire état, du fait de
la diversité des sites et des conditions expérimentales, du détail de toutes les expériences
développées dans la troisiéme partie. Les renseignements sont fournis chapitre par chapitre
dans la troisieme partie.

La troisiéme partie présente les résultats obtenus avec une discussion chapitre par chapitre.
Le premier chapitre est un screening des capacités bioaccumulatrices de Helix aspersa
aspersa a partir des données obtenues avec les lots sauvages ou d’élevage en provenance des
héliciculteurs de tout le territoire frangais et de certains laboratoires de recherche. Une grille
de contamination a été proposée avec 4 classes pour chacun des 8 métaux. La mise en
évidence d’une contamination possible par ’aliment a orienté la recherche vers un essai
d’aliments contrdlés avec et sans ajouts de compléments dont le cuivre. Les capacités
bioaccumulatrices différentes entre les espéces ont été étudiées pour le zinc et le cuivre chez
Helix aspersa aspersa et Helix aspersa maxima. L’obtention d’animaux d’élevage exempts de
toute contamination métallique (du moins au-dessus d’un seuil défini comme compatible avec
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les apports et la diversité du fond pédogéologique) a permis de mettre au point et d’effectuer
des travaux de biosurveillance active avec transfert d’animaux d’élevage dans des
microcosmes adaptés. Les résultats de biosurveillance active ont été comparés a ceux
provenant de la biosurveillance passive (récolte d’animaux autochtones de diverses especes).

La multiplication des sites étudiés a eu pour objectif de pouvoir balayer une gamme tres
étendue en concentrations métalliques dans I’environnement (proximité autoroutiére, trafic
urbain, centre d’enfouissement technique de déchets industriels avant et aprés remédiation,
ancienne mine d’extraction de cuivre, aciérie électrique et son parc a cendres). La grille
proposée aprés le premier screening a été testée et a fait I’objet de nouvelles propositions dans
la gamme des concentrations métalliques les plus €levées et, heureusement, non rencontrées
dans le cadre des productions d’escargots ou des milieux naturels peu anthropisés.

Bien que traitant de résultats, une quatriéme partie a ét¢ individualisée car elle concerne les
études histologiques et microanalytiques réalisées dans 1’objectif de localiser les métaux dans
I’organisme et d’établir les voies de pénétration, de transport et d’élimination des différents
métaux. Le néphrocyte ayant révélé étre le support d’un métabolisme spécifique de la silice,
une recherche élargie sur les connaissances se rapportant a cet élément a été effectuée et est
présentée dans cette partie. De plus, le néphrocyte est le lieu d’une compartimentation des
métaux favorables & une étude par microanalyse.

La conclusion reprend les faits acquis en troisiéme et quatriéme parties et ouvre les
perspectives de nouvelles recherches fondamentales et appliquées en cours dans les
laboratoires de Besangon, de Metz et de Lyon.



PREMIERE PARTIE :
PROBLEMATIQUE ET SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
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L’objectif de cette premiere partie est I’analyse des données bibliographiques éclairant la
problématique d’une possible caractérisation de mollusques gastéropodes en tant que
bioindicateurs de la contamination polymétallique. Trois chapitres traitent successivement :

Chapitre 1: des méthodes d’évaluation de la contamination polymétallique en
environnement terrestre et de I'intérét des gastéropodes par comparaison avec les
autres organismes ;

Chapitre II: d’un rappel des aspects généraux concernant la classification des
métaux, leur incorporation et leur devenir dans la cellule ;

Chapitre III : des données anatomiques, histologiques et physiologiques comparées
des gastéropodes et de leur spécificité parmi les mollusques et par rapport a
d’autres organismes bioindicateurs. Compte tenu des apports nouveaux concernant
le rein, cet organe a fait I’objet d’une étude histologique détaillée.

En fin de chapitre, un schéma général visualise la coordination entre les différents
types cellulaires intervenant dans le métabolisme des métaux, schéma établi pour
un mollusque gastéropode marin, la Littorine, en présence d’une contamination par
le cadmium.
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Chapitre 1: Méthodes d’évaluation de la contamination en
environnement terrestre

L.1. Introduction

Les éléments métalliques dans 1’environnement se trouvent pour la plupart a 1’état de
traces. L’évaluation de la contamination de I’environnement terrestre par ces €léments est
souvent difficile a réaliser en raison de la complexité et de 1’hétérogénéité de la composition
des sols. Pour évaluer cette contamination, plusieurs méthodes existent. Les méthodes
analytiques chimiques donnent des indications fractionnées qui concernent a la fois les
organismes vivants (flore, faune, micro-organismes, ...) et les composantes physico-
chimiques (sol, air, eau). Ces méthodes ne mesurent cependant pas I’impact réel de la
contamination métallique sur I’ensemble de 1’écosystéme. Par ailleurs, 1’étude des éventuelles
modifications de la biocénose peut donner des informations sur les conséquences des
contaminations ; ce type d’étude est extrémement difficile & mettre en place car il demande de
nombreuses ressources humaines et des observations & plus ou moins long terme avec la
réalisation d’inventaires exhaustifs concernant la faune et la flore. Enfin, il est possible
d’étudier les effets nocifs de contaminants par des expérimentations en laboratoire et
parallélement in situ en utilisant des organismes bioindicateurs. Ces méthodes permettent
d’obtenir des indications sur I’impact, & court terme, des contaminants dans 1’environnement.
Cependant, il s’agit d’une méthode qui ne refléte pas toute la complexité d’un biotope et de sa
biocénose.

L.2. Les tests biologiques appliqués a I’étude de la contamination de
I’environnement terrestre. Intérét des gastéropodes

En ce qui concerne I’étude des milieux terrestres, il existe des tests avec des plantes
vascularisées et seulement trois tests officiels de laboratoire qui utilisent des invertébrés
(Keddy et al., 1994). Deux tests : [SO/DIS 11268-1 et ISO/DIS 11268-2 qui utilisent le ver de
terre Eisenia foetida et le test ISO/TC 190SC4WG qui utilise le collembole Folsomia candida.
A coté de ces tests classiques, il y a eu, ces derniéres années, un accroissement de 1’ utilisation
des techniques en microcosmes et mésocosmes car celles-ci permettent d’obtenir des données
dans des conditions simulant les conditions du terrain. Pour prédire ’impact environnemental
des produits chimiques sur 1’écosystéme sol, un microcosme de laboratoire doit offrir des
caractéristiques comparables a celles du sol et fournir des données facilement interprétables.
Jusqu’a présent, ce type d’étude pose des problémes de répétabilité et les informations sont
toyjours difficiles a extrapoler au milieu terrestre (Edwards et al., 1996). De plus les animaux
utilisés sont principalement des décomposeurs comme les nématodes, les vers de terre ou
encore certains arthropodes. Dallinger ef al. (1989) ont proposé le crustacé isopode terrestre
Porcellio scaber comme bioindicateur de la pollution des sols, par le cadmium et le plomb, de
I’agglomération d’Innsbruck (Autriche). Le centre ville présente la pollution la plus élevée
ainsi que la proximité des voies principales de circulation automobile. Les vents dominants
venant du sud expliquent le niveau de pollution supérieur des quartiers nord. Il y a
décroissance progressive des concentrations en cadmium et zinc du centre vers la périphérie.
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Figure 1 (d’apres Dallinger ef al, 1989) : Utilisation des isotopes en bioindication.
- Diagramme supérieur : représentation tridimensionnelle des concentrations en plomb
d’isopodes prélevés dans I’agglomération d’Innsbruck (Autriche) ;

- Diagramme intermédiaire : points de prélévement dans I’aire étudiée ;

- Diagramme inférieur : cartographie simplifiée de I’agglomération
¢ Différents quartiers n°1 a 9 depuis le centre ville (1) a la zone industrielle (9) ;
e A,KetS: routes principales de la ville dont A12 ET A13 autoroutes ;
e Autres figurés : Riviéres Inn et Sill.

I1 est donc nécessaire d’obtenir des informations sur 1’action des polluants vis-a-vis d’un
nombre important d’espéces clés de la biocénose (NRC-CNRC, 1995) afin de disposer d’une
échelle de sensibilité qui permettrait d’évaluer plus précisément ’intensité ainsi que la
diversité des effets toxiques des polluants.

C’est au regard de ces objectifs que l'utilisation d’escargots terrestres en tant que
bioindicateurs de la contamination métallique des sols a été proposée.

Les gastéropodes terrestres représentent un chainon important des chaines alimentaires des
€cosystemes terrestres, contribuant aux cycles des minéraux et des nutriments (Thompson et
al., 1993).

En milieu terrestre, les escargots présentent des relations trés étroites avec plusieurs
¢léments de leur biotope (figure 2a).

1) Les contacts avec le sol sont importants, méme si I’escargot se déplace sur une
couche de mucus sécrétée par I’épithélium ventral de la sole pédicuse ;

2) Lors de certains comportements, le contact est amplifié, par exemple lorsque
I’animal creuse le sol pour pondre, pour hiberner ou pour rechercher une certaine
humidité lors des heures chaudes de la journée ;

3) Lors de I’éclosion et des premiers stades du développement, le contact avec le sol
et sa couche superficielle est important ;
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4) 1l y a une prise alimentaire de particules du sol et des poussiéres lorsque 1’animal
s’alimente de débris végétaux a méme le sol ou de végétaux enracinés ayant, d’une
part, absorbés certains métaux du sol et d’autre part, jouant le rOle de pi¢ge a
poussiéres lors des dépots secs (régime saprophage et phytophage) ;

5) 11 y a absorption d’eau météorique, directement sur les végétaux ou d’eau ayant
ruisselée ou percolée dans les sols ;

6) Il y a, par la respiration pulmonée, une possible pénétration d’air vici€é ou
d’aérosols pouvant apporter une contamination métallique au contact de
1’épithélium pulmonaire avec une possibilité de contaminer le sang.

Les voies de contamination sont donc multiples par voie transcutanée, voie alimentaire et
voie respiratoire.

L’intérét majeur de I’escargot est d’ordre phystologique par ses capacités a bioaccumuler,
a des degrés variés, les métaux présents dans son environnement.
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Figure 2a : Voies de contamination par les métaux chez un gastéropode pulmoné terrestre
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1.3. Capacité de bioaccumulation des gastéropodes aquatiques et
terrestres vis-a-vis des métaux. Comparaison avec les mollusques
bivalves et d’autres invertébrés

1.3.1. Bioconcentration des métaux par les mollusques marins

Les études en milieu marin non pollué montrent (tableau 1) que les mollusques bivalves ou
gastéropodes peuvent concentrer les métaux du milieu avec un facteur de 10 4 10°. Le
manganése, le fer, le cobalt et le cuivre sont des éléments essentiels, le chrome et le nickel
peuvent avoir une fonction nécessaire mais 1’argent, 1’aluminium, le cadmium et le plomb
sont des polluants (Taylor in Cajaraville 1995). Cette distinction dans le rdle physiologique
des métaux sera détaillée ultérieurement.

Tableau 1 (modifié de Taylor in Cajaraville, 1995) : Concentrations (mg/kg de poids sec) des métaux dans
les tissus mous de quelques mollusques marins en relation avec la composition (ug/kg) de I’eau
de mer (données de Bryan, 1976 et de Segar ef al:_l 971)

Bivalve Gastéropode
Métaux | Eau de mer | (nourriture filtrée)| FB (herbivore) FB
Mpytilus edulis Littorina litorrea
Ag 0,1 0,03 3.10° 2,5 2,5.10°
Al 5 76 1,52.10° 286 5,7.10*
Ccd 0,05 5.1 10,2.10* 2 4.10*
Co 0,02 1,6 8.10* 1.6 8.10*
Cr 0,6 1,5 2,5.10° 2,5 4.10°
Cu 3 9,6 3,2.10° 70 2.3.10*
Fe 3 1700 5,6.10° 435 1.45.10°
Mn 2 3,5 1,7.10° 26 1,3.10*
Ni 2 3,7 1,8.10° 3,2 1,6.10°
Pb 0,03 9,1 3.10° 9 3.10°
Zn 5 91 1,8.10° 99 1,98.10*
Poids sec 11,1% 25,6%

Cette capacité de bioaccumulation peut permettre la surveillance de 1’environnement vis-a-
vis de contaminations accidentelles. C’est ainsi qu’en comparant les teneurs en Cu, Ni, Zn et
Pb des gastéropodes (Lunella coronatus et des lamellibranches (Pinctada radiata) prélevés en
1990 et 1994, Bu-Olayan et Sabrahmanyam (1997) ont mis en évidence 1’impact de la guerre
du Golf sur la qualité des eaux de la cote du Koweit avec une augmentation significative des
concentrations totales en Cu, Ni et Zn due aux déversements de pétroles.

Les facteurs de bioaccumulation sont donc importants en milieu aquatique marin. Ceci se
vérifie en milieu aquatique dulgaquicole chez les gastéropodes d’eau douce.
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1.3.2. Bioconcentration des métaux par les gastéropodes dul¢caquicoles

Le tableau 2 rassemble les concentrations en Cd, Zn, Pb et Cu de trois genres de
gastéropodes aquatiques (Timmermans, 1993).

Tableau 2 : Concentrations (mg/kg de poids sec) en cadmium, zinc, plomb et cuivre chez les gastéropodes
aquatiques d’aprés Timmermans (1993) ; NA : non analysé

Milieux Especes Cadmium | Zinc Plomb | Cuivre
Eéz‘groenulzgesﬁmeé) Ehelmes Lymnaea sp. 0,095-0262 | NA [0758-1,921| NA
Fox River (US) Physa sp. 2,44 49,06 19,05 22,77
Point source Physa sp. 5,66 174,30 34.81 17,79
Riviéres Dommel et Lymnaea ovata 0,32 78 0,68 14
Hollande (site pollué) Physa fontinalis 0,51-3.15 70-89 1,99-9,60 | 79108
Maarsseveen (Holiande) : | Potamopyrgus jenkensi | 0,68-0,80 75-86 4,72-5,i6 50107

- Lac I (non pollué Potamopyrgus jenkensi 0,90 87-101 10,7-11,7 108-111
- LacII (non pollué) Lymnaea ovata 0,10 78 0,79 24

Le zinc et le cuivre sont des métaux essentiels considérés comme régulés. Leurs
concentrations varient dans de faibles mesures et en présence de concentrations élevées dans
le milieu, leurs concentrations augmentent dans les organismes.

Le plomb et le cadmium sont des métaux non essentiels. Dans des conditions normales,
leurs concentrations sont faibles mais lors d’exposition a des concentrations €levées, ils sont
nettement accumulés par les organismes.

Selon ces données, il est possible de proposer des valeurs seuils de concentrations des
milieux non pollués et les concentrations atteintes dans les milieux prospectés(en mg/kg de
poids sec) (tableau 3).

Tableau 3 : Proposition de valeurs de concentrations en Cd, Zn, Pb et Cu de gastéropodes aquatiques des
milieux non pollués et des milieux pollués (en mg/kg de poids sec) ; *Potamopyrgus jenkensi,
accumulant plus que Lymnaea et Physa, n’est pas pris en compte.

Milieux |Cadmiuom | Zinc* | Plomb | Cuivre
Non pollués 0,01-0,2 | 75-86 | 0,7-1,9 24
Pollués 0,3-5,66 j78—174 2-34.8 ) 14-108

Selon les auteurs, la capacité des gastéropodes et des crustacés a synthétiser et stocker
I’hémocyanine dans la glande digestive entraine, chez ces organismes, la présence d’une
concentration élevée en cuivre, concentration indépendante des concentrations dans
I’environnement. Par ailleurs, il est constaté que les organismes de petite taille accumulent
plus que les organismes de grande taille. Les explications sont tres variées :

- Surface proportionnellement supérieure chez les petits organismes d’ou absorption
supérieure ;

- Métabolisme plus lent chez les organismes de taille supérieure ;

- Prise de petites particules plus riches en métaux par les petits organismes.

En milieu aquatique, on estime que les ions métalliques libres sont les formes les plus
biodisponibles avec un transport par diffusion facilitée. La prise de métaux traces par la
nourriture a été trés rarement étudiée au sein des chaines alimentaires d’eau douce. Selon les
métaux, la part respective de chaque voie transcutanée et digestive est variable, par exemple
le zinc¢ est accumulé par voie transcutanée mais le cadmium par voie digestive.
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Une étude chez le gastéropode prosobranche Melanopsis praemorsa (Mazlani et al., 1994)
concerne la bioaccumulation, en milieu aquatique, du zinc, du cuivre et du cadmium en
fonction de la contamination du systéme d’irrigation distribuant les eaux usées de la ville de
Marrakech. Les concentrations varient selon la contamination du site mais aussi selon la
saison. Le tableau 4 donne, par comparaison, les concentrations minimales et maximales
obtenues chez cing espéces de gastéropodes d’eau douce. Le manque de données sur la
concentration en métaux dans 1’eau ne permet pas d’établir les facteurs de bioaccumulation.

Tableau 4 : Concentrations maximales et minimales chez cinq espéces de gastéropodes dulcaquicoles (en
mg/kg de poids sec)

Zin¢ | Cuivre | Cadmium
mg/kg PS | mg/kg PS | po/kg PS
Melanopsis praemorsa (Prosobranche) 172-840 23-343 | 1.400-20.000 | Mazlani et al. (1994)
Melanopsis marocana (Prosobranche) | 122-161 | 23-25 | 1.900-4.700 | Rada (1985)

Espéces Référence

Radix peregra (pulmoné) 131-167 | 116-161 94-170 | Forstner et al. (1981)
Physa sp. (Pulmoné) 29-93 10-58 165 ‘ Cosson (1987)
Lymnaea stagnalis (Pulmoné) 7 8.600 | Pip (1992)

La bioaccumulation des métaux, par rapport a 1’eau, chez les gastéropodes aquatiques, est
supérieure a celle des gastéropodes terrestres. Vinot et al. (2000) ont montré que dans une
retenue artificielle contaminée par le cuivre avec 20 pg/l dans I’eau et 455 mg/kg de poids sec
dans les sédiments, le gastéropode pulmoné Lymnaea ovata présente une concentration en
cuivre de 244 mg/kg de poids sec, le prosobranche Viviparus viviparus 242 mg/kg de poids
sec et le prosobranche Bithynia tentaculata 604 mg/kg de poids sec soit les concentrations les
plus élevées rencontrées dans les organismes de 1’écosystéme étudié (algues, plancton,
crustacés, mollusques, poissons).

Les facteurs de bioaccumulation du cuivre par rapport a I’eau sont respectivement de
x12.200 pour Lymmnaea ovata, de x12.100 pour Viviparus viviparus et de x 30.200 pour
Bithynia tentaculata. Tous ces facteurs relévent d’une capacité de macroconcentreurs. Par
contre, les facteurs de bioaccumulation par rapport aux sédiments sont de x0,53 pour
Lymnaea ovata et pour Viviparus viviparus. Seul Bithynia tentaculata présente un facteur de
bioaccumulation de 1,32 avec des capacités de microconcentreur (1 < FB < 2). Les régimes
alimentaires différents peuvent expliquer cette diversit¢é dans la réponse plutdt que
I’appartenance a des familles différentes puisque Viviparus viviparus et Bithynia tentaculata
sont des prosobranches.

Selon Rainbow et Dallinger (1993), la prise de métaux, leur régulation et leur excrétion,
chez les invertébrés dulcaquicoles, font appel & des mécanismes différents de ceux des
invertébrés marins. Compte tenu de la balance osmotique entre l'invertébré et 1’eau, les
mécanismes de prise par des pompes ioniques doivent étre prépondérants, bien que selon le
mode de prise de nourriture, des métaux puissent emprunter la voie digestive avec
1’absorption de particules.

Les invertébrés, dont les gastéropodes aquatiques qui nécessitent une importante demande
en calcium, présentent une corrélation entre la prise de calcium et, par exemple, le cadmium.
C’est le cas chez Littorina littorea (Bjerregaard et Depledge in Rainbow et Dallinger, 1993).

Par contre, chez le gastéropode d’eau douce Lymnaea palustris, il y a une prédominance de
prise de radiocobalt (*°Co) par la voie digestive sur la prise directe & partir de 1’eau.
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Apres la phase de prise de métal, il existe ou non une capacité¢ de régulation. Le
gastéropode Physa integra présente, par exemple, une accumulation du cadmium et du plomb,
métaux non essentiels ; dans cet exemple, les concentrations en métaux, dans le gastéropode,
sont corrélées a celles en métaux dissous dans 1’eau.

Adewunmi et al. (1996) propose d’utiliser les concentrations en métaux des gastéropodes
aquatiques (Biomphalaria pfeifferi, Bulinus globosus, Lanistes libicus, Lymnaea natalensis,
Potadoma moerchi, Melanoides tuberculata, Gabiella africana, Pila ovum et Bellamya) pour
des études de biosurveillance dont 1’objectif est d’évaluer la charge en métaux des barrages
artificiels et des riviéres en région tropicale (Nigéria). Les concentrations les plus élevées
détectées ont été de 2.352 ug/g pour Cu, 52,1 pg/g pour Pb et 31,6 ug/g pour Cd.

Des études complémentaires, utilisant des radio-isotopes, sont nécessaires pour €tablir un
bilan complet entrée, accumulation et excrétion des métaux.

1.3.3. Bioconcentration des métaux par les gastéropodes terrestres

En ce qui concerne les gastéropodes terrestres, Dallinger (1993) classe les différentes
espéces en fonction de la capacité a concentrer le contaminant qui se trouve dans
I’environnement. Cette classification a été proposée par Bohac et Pospisil en 1989. Le facteur
de bioaccumulation est obtenu par le rapport de la concentration du contaminant dans
I’organisme sur la concentration du contaminant dans I’environnement.

- Si FB > 2 : I’organisme est désigné macroconcentreur,
- Si 1 <FB <2 : ’organisme est désigné microconcentreur,
- Si FB <1 : Porganisme est désigné déconcentreur.

Le tableau 5 indique que les gastéropodes terrestres, Helix pomatia, Helix aspersa, Cepaea
nemoralis et Arianta arbustorum sont des macroconcentreurs de cadmium. C’est aussi le cas
de Helix pomatia, Helix aspersa et Arianta arbustorum pour le cuivre et de Helix pomatia et
Arianta arbustorum pour le zinc. Ils sont microconcentreurs pour le plomb (Helix pomatia et
Arianta arbustorum) et pour le zinc (Helix aspersa).

Par rapport a d’autres invertébrés terrestres, oligochétes, crustacés, insectes, myriapodes,
les facteurs de bioaccumulation sont au moins égaux et souvent plus élevés pour le cuivre, le
zinc et le cadmium, mais sont sans commune mesure avec ceux rencontrés en milieu
aquatique puisque, au mieux, I’ordre de grandeur ne dépasse pas les dizaines contre 10% 2 10°
en milieu aquatique.
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Tableau 5: Facteurs de bioconcentration chez les invertébrés. Quelques exemples de macro, micro et
déconcentreurs d’aprés Dallinger (1993)

FB>2 1<FB<2 FB<1
MACROCONCENTREURS | MICROCONCENTREURS | DECONCENTREURS
Espéces Métal FB Métal FB Métal FB
Cd 6-10
Helix pomatia (Gastéropode pulmoné) Zn 1-9 Pb 1,3
Cu 10
Helix aspersa (Gastéropode pulmoné) gg 1’35_-; 0 Zn 0,3-2
Cepaea nemoralis (Gastéropode cd 18-33
pulmoné)
Arianta arbustorum (Gastéropode (Z:g 72 g Pb 16
pulmoné) Cu 17’.2 ?
Cd 5
Lombricus rubellus (Oligochéte) Pb 0,01-4 Pb 1,3 Cu 0,01-06
Zn 0,15-2.8
Allobophora calliginosa (Oligochete) Cd 12
Cd 6
Porcellio scaber (Crustacé isopode) Zn 7 Pb 0,43
Cu 12-14
: ‘- Cd 7 Pb 0,23
Oniscus asellus (Crustacé isopode) Cu 3 7n 02
Formica sanguinea (Insecte cd 3
hyménoptére)
Orchesella cincta (Insecte cd <1
collembole)
Lithobius forficulatus (Myriapode cd 0.5
chilopode) i

Chez les invertébrés terrestres, il est admis que la prise des métaux traces, s’effectuant
essentiellement par la nourriture, I’animal ne peut contrdler le flux entrant sauf par évitement
s’il y répulsion. Dans ce cas, c’est la capacité¢ d’élimination qui est le facteur décisif dans la
régulation de la concentration en ces €éléments.

Comme la perte d’eau, liée a une excrétion intense, ne correspond pas a I’économie d’eau
nécessaire pour un invertébré terrestre, les produits d’excrétion sont des produits solides :
acide urique et purines. Les gastéropodes terrestres ont développé, en plus de la formation
d’urée et d’acide urique, la capacité de stocker les produits d’excrétion pendant les périodes
de déshydratation avec une excrétion rapide lors de la réhydratation. Les gastéropodes,
comme d’autres invertébrés (nématodes, oligochetes, crustacés, arachnides, myriapodes,
insectes), pratiquent la compartimentation des métaux traces dans des vésicules avec
inactivation et détoxication. Ces vésicules peuvent étre évacuées soit dans la lumicre
intestinale, avec les fécés, soit dans 1’urine et sans perte importante d’eau. Les métaux traces
sont chimiquement inactivés par liaisons avec les protéines soufrées (métallothionéines) et
sont stockés dans des compartiments cellulaires. Certains invertébrés, déconcentreurs, ont la
capacité d’excréter rapidement les métaux traces (insectes coléoptéres carabides).

Dans la bioindication, il convient que la concentration en métal de I’ensemble du corps soit
le reflet de la concentration en ce métal dans I’environnement. En fait, chez les invertébrés,
seuls quelques organes bioaccumulent les métaux traces alors que le reste du corps n’est pas
concerné par la bioaccumulation.
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Par exemple, chez Helix pomatia, ¢’est la glande digestive qui stocke le cadmium, le
plomb et le zinc (Dallinger et Wieser, 1984a) et c’est probablement une réponse adaptative a
la vie terrestre. Il y a séquestration dans les granules de phosphate de calcium des cellules a
calcium (granule de type C selon Hopkin, 1989). Selon certains auteurs, ces granules font
partie du systétme lysosomal de la cellule. D’autres processus existent tels que la
complexation de certains métaux (cadmium, cuivre et zinc) par des métallothionéines du
cytosol des cellules digestives. Dans le cas des escargots et particulicrement de Helix
pomatia, il n’y a pas accumulation de ces métallothionéines dans le systéme lysosomal
(Dallinger, 1993). Par ailleurs, les métallothionéines lient principalement du cadmium et peu
de zinc. L hypothese est que chez les gastéropodes, les métallothionéines n’agissent plus dans
la régulation des métaux essentiels mais sont mobilisés vers une plus grande efficacité dans la
détoxication d’¢léments non essentiels tels que le cadmium.

L.4. Cinétique de contamination et de décontamination des métaux
1.4.1. Facteurs intervenant dans la biodisponibilité des métaux
La bioaccumulation des métaux in situ dépend de leur biodisponibilité, elle-méme sous

I’influence de nombreux facteurs. La figure 2b, établie par Gomot (in Texier et al., 1996),
illustre les trois phases de cette biodisponibilité et les multiples sujets possibles d’études.
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Figure 2b : Illustration des trois phases de la biodisponibilit¢ des métaux en milieu terrestre adapté
d’aprés les concepts proposés en milieu aquatique par Hamelink er al. (1994) modifié par
Gomot (in Texier et al., 1996)
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Dans le présent travail qui se situe dans la phase préparatoire et explicative de la
proposition de tests normalisés de croissance et de bioaccumulation chez I’escargot, ma
contribution concerne, plus spécialement, les métaux sous forme particulaire, avec prise en
compte des voies de pénétration dans 1’organisme, puis des processus intervenant dans leur
bioaccumulation et leur élimination.

Les trois dispositifs classiques dans les études écotoxicologiques, utilisant des animaux
sentinelles, ont été mis en jeu :

- La récolte d’animaux in situ vivant dans des conditions naturelles d’exposition ;

- Le transfert, en microcosmes, d’animaux obtenus en élevage controlé ou provenant
de sites de référence ;

- L’exposition, en laboratoire, d’animaux obtenus en élevage contrdlé a des
contaminations métalliques simples ou multiples, les métaux étant fournis
principalement sous la forme particulaire.

1.4.2. Cinétiques d’accumulation et organotropisme des métaux chez I’escargot

L’expérience apportant le plus de données est celle réalisée par Dallinger et Wieser en
1984a, chez Helix pomatia, en fournissant une nourriture contaminée (laitue) par des solutions
de zinc, de cuivre, de cadmium et de plomb pendant 32 jours, puis une nourriture non
contaminée pendant 40 a 50 jours. Les analyses concernent le tube digestif antérieur (pharynx
+ cesophage + estomac), le tube digestif postérieur (différentes portions de I'intestin), la
glande digestive, la glande salivaire, le manteau, le rein, le pied, la glande de I’albumen et
I’appareil reproducteur, ’hémolymphe et enfin, les féces.

Les faits les plus marquants concernent :

- Une importante et rapide réponse d’élimination des métaux dans les féces avec pour
conséquence, la limitation de I’absorption par le tractus digestif ou une excrétion plus
rapide puisque les produits du rein sont mélangés aux fécés lors de leur élimination ;

- Il y a quatre types de réponses (A a D figure 3) :

concentration

metal

time (days)

Floche:  Ambt de la foumniture de Faliment contaming {D'aprd
. s Daflinger et Wi
Courba A: Réponse rapide en aigu (sstomac avec zinc, h:rﬁovmpmo: mdl:nsi:;:n 2%?:3;b).

Courbe B: Accumulation permanents pendant la ph d icati i
g i :.hémolym 5‘ ::: .:xz:cnrcmh puis détoxication {ex. manieau, pied,

Courbe C: Accumulation A leng terme (50 jours) (glande digestive i
C ot mant .
Ligne D:  Aucun changement dans la concentration en rn?tll {glande sali::i':: ;”cazénnfi)um).
Figure 3 : Différentes cinétiques d’accumulation dans les principaux organes de Helix pomatia nourris

avec un aliment additionné de métaux lourds d’aprés Dallinger et Wieser (1984a)
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» Réponse A : organes présentant une augmentation rapide de la concentration en
métal puis décroissance avant méme que commence la phase de
décontamination. C’est le cas du zinc dans I’estomac, les glandes salivaires et le
rein, ou du cadmium et du plomb dans I’hémolymphe. 11 s’agit de processus de
compartimentation avec, pour certains métaux, intervention de métalloprotéines
(cf. chapitre I11.1.2.2.3.2) ou d’autres molécules se liant aux métaux,

» Réponse B : organes présentant une augmentation continue de la contamination
en métaux pendant toute la période d’exposition, puis décroissance apres arrét
de la contamination. C’est le cas du cuivre dans le manteau, la glande digestive,
le pied ou du zinc dans I’hémolymphe,

» Réponse C: organes présentant une accumulation a long terme du métal qui
persiste aprés arrét de la contamination (au moins 50 jours). C’est le cas du zinc
dans la glande digestive et le manteau, du cadmium dans la glande digestive, du
plomb dans la glande digestive, I’estomac, la glande salivaire, la glande de
I’albumen et le manteau. Il s’agit d’un organotropisme avec bioaccumulation
expliquant la capacité bioindicatrice de nombreuses espéces d’invertébrés. La
bioaccumulation met en jeu soit des métalloprotéines (métallothionéines) ou la
compartimentation des métaux dans des structures cellulaires spécifiques,
variables selon le métal considéré. La glande digestive est prépondérante vis-a-
vis du cadmium, du zinc et du plomb. Il faut également retenir 1’existence de
transfert d’un compartiment cellulaire & un autre,

» Réponse D: il n’y a pas de modification significative des concentrations en
métal lors d’exposition en chronicité. C’est le cas du cuivre dans
I’hémolymphe, la glande de I’albumen et les tissus reproducteurs ou du
cadmium dans la glande salivaire, le manteau, le pied ou encore du plomb dans
le rein, le pied et les tissus reproducteurs. Les auteurs ne peuvent cependant
conclure sur la possibilité ou non d’une bioaccumulation aprés une plus longue
période d’exposition limitée dans 1’expérience a 32 jours.

Selon les auteurs, cette classification est trop rigoureuse car il y a, expérimentalement, des
exemples de variante de réponse intermédiaire entre A et C, c’est le cas du zinc dans le
manteau.

- Il existe de plus une certaine rythmicité dans les phénomenes d’accumulation et
d’excrétion. C’est le cas du cuivre en liaison avec un rythme naturel de digestion et
de résorption.

I.5. Capacités de bioaccumulation des gastéropodes en fonction des
différents métaux et de leur organotropisme

Les expériences, en laboratoire, de Dallinger et Wieser (1984) montrent I’importance de
considérer le métabolisme lié a chaque métal. Par ailleurs, in situ, les escargots sont en
présence d’un mélange variable de divers métaux qui peuvent induire chez 1’animal soit des
effets simplement additifs, soit des synergies, soit, enfin, des antagonismes. Ces derniers
aspects sont encore peu étudiés chez les gastéropodes mais ne doivent pas étre oubliés.

Les différents métaux seront donc étudiés séparément dans 1’ordre suivant: fer, zinc,
cuivre, plomb, cadmium, manganése, chrome et nickel puis regroupés en fonction des
connaissances acquises en ce qui concerne les interactions, par exemple le zinc-cadmium.
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LI.5.1. Le fer

Le fer est considéré comme un oligo-élément (Kabata-Pendias ef al., 1995). Meinke et al.
(1974) rapportent que le fer est accumulé dans la glande a albumen. Selon Brooks et al.
(1992) chez Helix aspersa, le fer est accumulé majoritairement dans la glande digestive ce qui
montre I'importance de cet organe dans la compartimentation de ce métal. Il est présent dans
la glande digestive sous forme de granules ; de fait le fer est li€ a une protéine, la ferritine, qui
se trouve aussi dans le foie et le rein des rats et des hommes. Toujours selon Brooks et al.
(1992), le fer suit la méme voie d'accumulation que 1'aluminium.

1.5.2. Le zinc, macroconcentration et microconcentration

Le zinc est un oligo-élément essentiel impliqué dans la formation et la fonction de
nombreuses enzymes (Kabata-Pendias er al., 1995). Meinke et Schaller (1974) rapportent que,
chez ’escargot, le zinc est accumulé dans I'hémolymphe et dans le pied. Le zinc voit sa
concentration augmenter de fagon linéaire en fonction du poids des individus chez Helix
aspersa (Coughtrey et Martin, 1977). L'effet toxique du zinc a été testé sur un certain nombre
de mollusques terrestres et notamment sur la limace ; Marigomez et al. (1986¢) rapportent
que Arion ater, en laboratoire, tolére de fortes concentrations en zinc dans la nourriture ce qui
tend a prouver que ce métal dans des conditions naturelles n'a pas d’effet sur la mortalité des
individus. Par ailleurs, Popham et d’ Auria (1980) montrent que lorsque la limace présente une
faible concentration en calcium, la capacité¢ a accumuler le zinc est diminuée. Chez Helix
pomatia, Dallinger et Wieser (1984) mettent en évidence le passage du zinc par I’intestin
antérieur et postérieur, un transport qui augmente avec le temps, par I’hémolymphe, une
bioaccumulation a long terme dans la glande digestive (70% du métal bioaccumulé) et le
manteau. Selon Brooks et al. (1992), chez Helix aspersa, le zinc est également accumulé dans
la glande digestive ce qui montre l'importance de cet organe dans la détoxication de ce métal.

A titre de comparaison, le r6le joué par la glande digestive, chez les gastéropodes, 1’est par
le rein chez le lamellibranche Mytilus edulis (George et Pirie, 1980).

Berger et al. (1993a) ont pu établir le bilan du flux de zinc a travers les organes de Helix
pomatia. Le role majeur joué par la glande digestive dans la bioaccumulation est nettement
démontré (environ 50% du zinc corporel) puis dans I’ordre de décroissance, le pied et le
manteau, puis le reste du corps moins I’intestin et enfin 1’intestin.

Dallinger ef al. (1993) citent des concentrations en zinc pouvant atteindre 2.000 pg/g de
poids sec chez des escargots et des limaces de sites contaminés.

Selon Dallinger (1993), chez Helix pomatia, une fraction du zinc est liée a une protéine
non métallothionéine de la glande digestive, d’un poids moléculaire de 1.000 a 4.000 Da dont
la nature exacte n’est pas encore élucidée. Une autre fraction est associée a une fraction
contenant les granules de lipofuscines des cellules digestives et les concrétions de
pyrophosphates de calcium des cellules a calcium. Selon les auteurs, le zinc est incorporé
dans des concrétions mais n’est pas présent dans les lipofuscines, ce qui a par ailleurs été
vérifié chez Helix aspersa. Helix pomatia est un macroconcentreur, Helix aspersa est un
microconcentreur, une proportion prépondérante de zinc €tant séquestrée dans les granules de
pyrophosphate de calcium des cellules basophiles de la glande digestive.
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Gomot (1994) a montré que le zinc est le métal majeur des visceres chez plusieurs especes
d’escargots comestibles (Helix pomatia, Helix aspersa aspersa, Helix aspersa maxima et
Helix lucorum) avec des variations interspécifiques. Certains aliments sont diversement
complémentés en zinc, sulfate de zinc, carbonate de zinc et chlorure de zinc, ce qui peut
expliquer les variations dans les concentrations en zinc constatées dans les visceres. Des
interactions entre les différents constituants des aliments doivent tre considérées comme par
exemple la teneur en calcium, Ireland et Marigomez (1992) ayant montré une corrélation
entre le taux de zinc dans la glande digestive et celui de calcium dans I’aliment.

Onat et Topcnoglu (1999) ont étudié, en laboratoire, la demi-vie biologique du 57n chez le
gastéropode cotier de la Mer Noire Ropana venosa, celle-ci est de 66 jours dans les parties
molles (75 jours pour ]34Cs). Le Danube apporte 6.000 tonnes par an de zinc dans la Mer
Noire et un contrdle des produits de la mer, prélevés en Mer Noire, est indispensable. Le fait
que les gastéropodes présentent une capacité de bioaccumulation avec une détoxication lente
milite pour leur utilisation dans la biosurveillance de la contamination par les métaux et les
{%ﬁonucléides entre autres ceux émis lors de ’accident de Chernobyl (**Cs, *'Cs, '“Ru et

Ag).

1.5.3. Le cuivre et la macroconcentration

Le cuivre est un oligo-élément essentiel pour les gastéropodes car il participe a la
constitution de I’hémocyanine, avec une distribution dans I’ensemble de I’organisme. Chez
Helix aspersa, le cuivre n’est pas fortement bioaccumulé dans la glande digestive et il voit sa
concentration augmenter de fagon linéaire en fonction du poids des individus (Coughtrey et
Martin, 1976). Selon Moser et Wieser (1979) puis Dallinger et Wieser (1984a),
I’accumulation du cuivre chez Helix pomatia commence dans I’intestin postérieur, le pied et
le manteau et augmente légérement avec le temps d’exposition. Le pied est I'organe qui
contient le plus de cuivre. Il n’y a qu’une légere augmentation de la concentration en cuivre
dans la glande digestive, ce qui indique que cet organe n’est pas le site majeur
d’accumulation. Dans les autres organes, la concentration en cuivre varie peu (intestin
antérieur, glande de I’albumen, appareil reproducteur, pied et hémolymphe). L’intestin
postérieur joue un rdle important par élimination vers les féces. Les glandes salivaires
interviennent avec incorporation au produit de sécrétion. Selon Marigomez et al. (1986c¢),
Arion ater tolére, en laboratoire, de fortes concentrations en cuivre dans la nourriture ce qui
tend a prouver que ce métal dans des conditions naturelles n'a aucun effet sur la mortalité des
individus. Le cuivre intervenant dans la synthése de I'hémocyanine, il n’est pas toxique pour
les mollusques et en particulier pour les escargots aux concentrations susceptibles d’étre
rencontrées dans le milieu naturel. De nombreuses études ont montré que le cuivre peut se
déposer au sein de granules insolubles intracellulaires dans la glande digestive de la plus part
des invertébrés terrestres, cependant aucun granule de cuivre (cuprosomes) n'a été trouvé chez
Helix aspersa (Laskowski et al., 1996a).

Selon Dallinger (1993), Helix pomatia, Helix aspersa et Arianta arbustorum sont des
macroconcentreurs de cuivre. Le cuivre de la glande digestive est associ€ probablement a une
métallothionéine de faible poids moléculaire et une autre fraction est liée a I’hémocyanine,
protéine transportant I’oxygéne et pouvant, en cas d’excédent de cuivre, servir de lieu de
stockage. Une derniére fraction est séquestrée dans les granules de pyrophosphate de calcium
des cellules basophiles. La libération du cuivre dans la lumiére intestinale est cyclique en
méme temps que les concrétions de pyrophosphate sont évacuées. Les gastéropodes, bien que
macroconcentreurs de cuivre, sont capables d’éliminer ce métal par I’intestin et la glande
digestive.
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Selon Gomot (1994), le cuivre est le métal majeur du pied contrairement au zinc qui est le
métal majeur des viscéres. C’est une constante chez plusieurs especes (Helix pomatia, Helix
aspersa aspersa, Helix aspersa maxima et Helix Ilucorum) avec des différences
interspécifiques dans les concentrations liées a des vitesses différentes de croissance

| Cu | Fe | Zn l

Pied 0,12a0,3 %> 0,062 0,1 %0>0,06a 0,08 %o
Viscéres 0,04 20,06 %0 <0,3a0,7%0<1,4a2,4 %o

La méme étude met en évidence, avec certains aliments, une corrélation entre la
concentration en cuivre dans les pieds et les viscéres. Par ailleurs, il est possible de fournir
aux animaux un aliment additionné de poudre de lait qui élimine fortement la concentration
en cuivre dans D’escargot et qui permet d’obtenir, en laboratoire, des animaux de référence
présentant une concentration en cuivre inférieure a celle d’animaux de zones naturelles
considérées comme non ou peu contaminées. La possibilité d’obtenir, en laboratoire, des
animaux de référence représente 1’un des intéréts majeurs dans le choix d’un bioindicateur.
L’escargot est un macroconcentreur de cuivre mais il existe des différences entre espéces ;
Helix aspersa aspersa bioaccumule plus le cuivre que Helix aspersa maxima ; Helix pomatia
présente des capacités de bioaccumulation supérieures a celles de ces deux derniéres espéces.
L’4dge des animaux et les teneurs en calcium dans I’aliment influencent le niveau de
concentration en cuivre.

Swaileh et Ezzughaygar (2000) ont étudié¢ I’influence d’un ajout de cuivre dans
I’alimentation sur la prise de nourriture et le taux de croissance chez Helix engaddensis. La
NOEC 1 mois est de 20 ug/g ; la LOEC 1mois est de 100 pg/g. Les auteurs signalent que
I’escargot détecte la présence de cuivre et refuse de se nourrir a partir d’une certaine
concentration. Par ailleurs, ’effet sur la croissance est réversible. Les modifications du
comportement du gastéropode marin Babylonia lutosa dans sa prise de nourriture ont été
proposées comme outil de bioessai des effets du cuivre par Cheung et Wong (1999) a
Hongkong (corps en extension, pied non fixé, impossibilité de se déplacer, corps rétracté dans
la coquille).

La toxicité du cuivre (LD50) vis-a-vis de Deroceras reticulatum (Young et Wilkins, 1989)
est estimée a 124 pg/g de poids d’animal par voie épidermique et a 287 ug/g par voie orale. Si
on considére la quantité d’aliment ingéré par jour et le poids des escargots (Gomot, 1994), il
faudrait que 1’aliment contienne environ 14 g/kg de poids sec de cuivre soit 200 fois la
concentration en cuivre préconisée en ajout dans I’aliment de type INRA. Cependant, pour
des raisons de mauvais mélange, il a été constaté une mortalité dans certains élevages.

1.5.4. Le plomb et la microconcentration

La contamination par le plomb peut s'effectuer aux abords des centres industriels, des
routes et autoroutes. En effet, pour améliorer la combustion dans les moteurs, du plomb
tétraméthylé et tétraéthylé est ajouté a l'essence a des taux d'a peu pres 0,6 g/l (Davies et al.,
1972). Aprés la combustion, les trois quarts de ce plomb se retrouvent dans 1'atmosphere sous
forme de particules de plomb halogéné (PbCl.Br) ou sous forme de complexes d'ammonium
halogéné et de fer halogéné. Les aérosols de ces composés de plomb contaminent les sols et
les plantes prés des routes. Dallinger et Wieser (1984a) ont montré, chez Helix pomatia, le
passage rapide du plomb dans I’hémolymphe puis une accumulation lente dans la glande
digestive, le manteau et la glande a albumen, encore plus lente dans I’intestin postérieur et la
glande salivaire.
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Il n’y a pas d’accumulation significative dans le pied, le rein et I’appareil reproducteur.
C’est la glande digestive qui constitue I’organe majeur et a long terme d’accumulation (90%).
Tous les gastéropodes ne présentent pas cette capacité d’accumulation. Selon Williamson
(1980), Helix hortensis excrete rapidement le plomb. Chez les mollusques aquatiques, le
plomb est plus bioaccumulé dans le rein que dans la glande digestive (Mytilus edulis, Schulz
Baldes, 1974 ; Littorina littorea, Mason et Simkiss, 1983). Selon Coughtrey et Martin (1976)
puis Brooks er al. (1992) chez Helix aspersa, le plomb est accumulé dans la glande digestive
ce qui montre l'importance de cet organe dans la détoxication de ce métal. Meinke et Schaller
(1974) rapportent que le plomb est aussi accumulé dans I'hémolymphe. Marigomez et al.
(1986¢) rappellent que le plomb doit étre fourni en laboratoire, a de fortes concentrations
(1000 ppm), pour augmenter la mortalité des limaces in vitro ce qui tend a prouver que ce
métal dans des conditions naturelles n'a aucun effet sur la mortalité¢ des individus puisqu'il ne
se trouve pas naturellement a de telles teneurs. Newman et al. (1994) indiquent que lors d'une
exposition a une forte concentration en plomb, les limaces et les escargots ont une forte teneur
en calcium dans leurs tissus ce qui signifie que le métabolisme du calcium subi une
modification qui peut étre liée a une certaine forme de tolérance envers ce métal ; le plomb est
séquestré dans des granules intracellulaires ou dans la coquille par modification du
métabolisme essentiel du calcium chez Helix aspersa Miiller. Ce changement métabolique est
lié & une transformation génétique des populations exposées. Selon Laskowski ef al. (1996b),
le plomb est le métal qui est le mieux régulé par 1'animal. Son assimilation et son excrétion
sont sous le contrdle de mécanismes physiologiques qui peuvent s'adapter en fonction des
concentrations du métal dans la nourriture.

Selon Dallinger (1993), 90% du plomb assimilé par Helix pomatia, dans un environnement
de fonderie, se trouvent dans la glande digestive dans des granules de lipofuscines des cellules
digestives. Ils appartiennent au systéme lysosomal et sont évacués, pour une faible part, dans
la lumicre de la glande par destruction des cellules. L’intestin postérieur joue également un
role dans I’élimination du plomb. En effet, il y a accumulation de plomb dans les cellules a
mucus puis libération dans la lumiére du tube digestif. Bien que le plomb appartienne aux
métaux de transition, avec des propriétés importantes de la classe B, il y a bien liaison entre le
plomb et les atomes de soufre des substances constitutives du mucus.

I.5.5. Le cadmium et la macroconcentration

Les escargots sont connus comme macroconcentreurs de cadmium méme dans des
environnements non contaminés avec un facteur x10 par rapport a d’autres invertébrés du sol
(Knutti et al., 1988).

De faibles concentrations en cadmium (10, 25 ppm) produisent un oedéme au niveau de
I'épithélium. Avec des teneurs de 100, 300 et 1000 ppm des cellules globuleuses apparaissent
avec des nécroses locales. Les teneurs en cadmium, habituellement rencontrées dans la nature,
ne causent pas de mortalité significative chez Helix aspersa (Russel et al., 1981). Le cadmium
est un métal connu pour perturber I'homéostasie du calcium chez les invertébrés marins
(Gnassia-Barelli et al., 1995).

Selon Dallinger et Wieser (1984a), chez Helix pomatia, il y a un passage rapide du
cadmium dans ’hémolymphe, puis il y a une importante augmentation de sa concentration
dans la glande digestive et I'intestin. C’est la glande digestive et ’intestin antérieur qui
représentent les organes principaux de bioconcentration (80% du cadmium corporel). Les
concentrations en cadmium du rein, du manteau, du pied et de la glande salivaire varient peu.
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La bioaccumulation dans la glande digestive s’effectue par liaison avec des protéines de type
métallothionéines (Williamson (1980) chez Helix hortensis, Dallinger et Wieser (1984b) chez
Helix pomatia).

Selon Brooks et al. (1992) chez Helix aspersa, le cadmium est accumulé dans la glande
digestive ce qui montre l'importance de cet organe dans la détoxication de ce métal.

Berger ef al. (1993) ont pu établir expérimentalement le bilan du flux de cadmium a travers
les organes de Helix pomatia (figure 4). Le role majeur joué par la glande digestive dans la
bioaccumulation est nettement démontré, puis dans 1’ordre de décroissance, I’intestin, le pied
ainsi que le manteau et le reste du corps. L’¢limination par les féces est faible (2 pg/g de
fécés) alors que chez Arianta arbustorum, 1’élimination peut atteindre 600 pg/g de féces
(tableau 6 et figures 4 et 5).

L’ajout de cadmium a la nourriture (10 et 100 pg/g de poids sec) augmente la
concentration en cadmium de I’ensemble du corps mais c’est principalement di a
I’augmentation de celle de Ia glande digestive.

L4
18+104uqg

3+75ug

2+-20uq
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Figure 4 : Flux de cadmium au travers des organes d’un spécimen moyen de Helix pomatia. Les taux

moyens sont symbolisés par des histogrammes au sommet desquels sont mentionnés les valeurs
de cadmium en pg. Le cadmium assimilé est représenté par les teneurs du bruit de fond (BG)
plus les teneurs imputables a la nourriture enrichie en cadmium. Le bruit de fond provient
d’animaux de référence (d’apreés Berger et al., 1993).
BG : Concentration de ’escargot a T,.
INPUT : Apport par ’aliment.
ASSIMILATION :

- F/M : Pied et manteau

- Hep. : Glande digestive

- Int. : Intestin

- Rest : Reste du corps
OUTPUT : Elimination par les fécés

Tableau 6 : Répartition des différentes concentrations en cadmium chez Helix pomatia aprés 21 jours en
fonction de différents ajouts en cadmium dans la nourriture (d’apreés Berger ef al., 1993)

Cadmium Ensemble du corps | Glande digestive
aprés 21 jours apres 21 jours
Référence sans ajout 5 23
Ajout de 10 ng/g PS 12 42
Ajout de 100 ng/g de PS 30 140
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Figure 5: Concentrations en cadmium dans I’ensemble des tissus mous du corps (a gauche) et dans la
glande digestive (a droite) de Helix pomatia aprés une expérimentation de 21 jours avec une
alimentation a base d’Agar enrichi par des concentrations différentes de cadmium (d’aprés
Berger et al., 1993)

Cadmium
LI TRy

Apres ajout de 10 pg/g de poids sec, les concentrations corporelles sont compatibles avec
celles observées chez des animaux en environnement modérément contaminé tel que les villes
et les voies routiéres. Aprés ajout de 100 pg/g de poids sec, elles sont comparables avec celles
observées chez des animaux en environnement de fonderies et de mines. Les concentrations
corporelles en cadmium les plus élevées, observées sur certains sites, chez Helix pomatia sont
de 100 pg/g de poids sec.

Selon Dallinger (1993), la macroconcentration du cadmium par Helix pomatia peut-Etre
interprétée comme 1’impossibilité par I’animal d’éliminer ce métal qui reste lié, sur de
longues périodes, au métallothionéines sans qu’il y ait excrétion dans la lumiere du tube
digestif et élimination par les fécés.

Tableau 7 : Concentrations en Zn, Cu, Cd et Pb des aliments utilisés a partir de 0 jour, aliment contaminé
Jusqu’a 32 jours, en pg/g de poids sec puis décontamination jusqu’a 80 jours
Métaux |Laitue non contaminée | Laitue contaminée

Zinc 205 760
Cuivre 28 533
Cadmium 4,5 160,5

Plomb 2,1 936
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Tableau 8 : Concentrations en pg/g de poids sec en zinc, cuivre et cadmium des organes de Helix pomatia
sauf pour ’hémolymphe en pg/ml (Hémo : hémolymphe ; G. sal.: glande salivaire ; Int.
Ant. : intestin antérieur : Int. post. : intestin postérieur ; G. dig. : glande digestive ; G. albu. :

__glande a albumen ; Ap. reprod. : appareil reproducteur)

Meétal _Tps Hémo. S g ot G Rein | Manteau | Pied i .Ap. Féces
{jours) sal. ant. post. dig. albu. reprod.
0 3.8 | 674 163 153 585 | 115 69 99 | 308 92 359
Zn 32 4,6 | 558 | 276 360 1285 | 53 69 99 | 216 117 602
70-80 4.2 777 | 258 408 1274 | 72 112 72 | 378 98 1716
0 40.8 | 338 115 112 96 63 102 95 176 87 56
Cu 32 58,1 | 322 132 236 174 | 79 253 150 [ 160 110 199
70-80 49,6 | 704 159 420 90 28 105 82 | 263 189 117
0 0,10 | 134 13 18 50 72 20 130 9 11 168
Pb 32 0,07 | 74 38 104 1540 | 47 23 9 69 12 552
70-80 0.12 | 248 50 125 1473 | 24 44 15 | 147 15 496
0 0,07 | 33 64 59 78 4 17 8 nd nd 48
Cd 32 0.09 17 169 92 192 7 14 5 | nd nd 74
70-80 0.12 | 38 384 307 212 | 13 6 6 | nd nd 184

Swaileh et Ezzughaygar (2000) ont étudié I’influence d’un ajout de cadmium dans
I’alimentation sur la prise de nourriture et le taux de croissance de Helix engaddensis. La
NOEC Imois est de 50 pg/g ; la LOEC Imois est de 100 ng/g. Les effets du cadmium sont
irréversibles ce qui démontre, par rapport au cuivre dont les effets sont réversibles, une action
toxique.

Selon Pandeswara et Yallapragada (2000), le gastéropode marin intertidal 7urbo
intercostalis peut étre retenu comme une espéce utile aux études de biosurveillance par ses
capacités a accumuler le cadmium principalement dans le complexe glande digestive +
gonade (GDG) puis, a un moindre degré, dans le manteau et le pied. Il y a, par ailleurs, un
transfert progressif du cadmium contenu dans le manteau vers GDG.

Lam et al. (1997) ont établi un modéle a deux compartiments (pied et viscéres) de prise et
de relargage de cadmium par le gastéropode aquatique Brotia hainanensis. Le flux d’entrée
du cadmium (fourni sous forme de CdCl,-2H,O) a la concentration de 0,8 mg/l est de
17,96ug/g/j pour les viscéres et de 6,92ng/g/j pour le pied. Le taux de transfert des visceres au
pied est de 0,024pg/g/j et le taux d’excrétion par le pied de 0,118 pg/g/j.

La pénétration par le pied se ferait par simple diffusion alors qu’au niveau des branchies et
de I’intestin il y aurait diffusion et/ou transport par des protéines membranaires.

Selon Laskowski et al. (1996 a et b), la détoxication du cadmium chez les escargots
s'effectue par la liaison d'ions métalliques sur des métallothionéines et sur des protéines de
faibles poids moléculaires.

1.5.6. Le manganése

Les études sur la bioaccumulation du manganése sont encore restreintes chez les
invertébrés et limitées a I’Homme se contaminant par des poussi¢res de dioxyde de
manganése (MnO,) lors des activités d’extractions miniéres. Chez I’Homme, on note une
polyglobulie, une hyperthyroidie, une hyperthermie, une baisse de la tension artérielle, un
déficit de la fertilité (INRS, 1997). MnO, est un composé trés réactif en raison de son pouvoir
oxydant trés puissant. Dans certaines conditions, des ions Mn’*, trés oxydants, peuvent étre
produits avec la formation d’espéces activées de 1’oxygene et I’établissement d’un état de
stress oxydant et/ou la possibilité¢ de définir des marqueurs biologiques (peroxydation
lipidique, superoxyde dismutase).
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Des études spécifiques sont actuellement en cours sous la tutelle de PINSERM, de I'INRS
et de I'INERIS. Compte tenu de ces nouvelles orientations, il nous a sembl¢ utile de suivre la
bioaccumulation du manganése par les gastéropodes.

L.5.7. Le chrome

Selon Cceurdassier et de Vaufleury (2000), il y a accroissement de la concentration en
chrome des tissus d’escargots lorsque la teneur en chrome dans la nourriture augmente.

1.5.8. Le nickel

Le nickel n’a pas fait I’objet de recherches spécifiques chez les invertébrés bioindicateurs.
Des données nouvelles concernent ’Homme avec, de méme que pour le manganése, des
perturbations physiologiques chez les soudeurs. Elias ef al. (1989) signalent des aberrations
chromosomiques de lymphocytes circulants chez 55 soudeurs. Certains individus présentent
une augmentation significativement plus élevée en manganese et nickel dans le sérum et les
urines sans qu’une corrélation soit formellement établie.

1.5.9. Interactions entre deux métaux : le zinc et le cadmium

Berger ef al. (1993) ont étudié les interactions entre le zinc et le cadmium chez Helix
pomatia en ce qui concerne le contenu en métaux, les concentrations dans les tissus et la
distribution entre les organes. Les résultats essentiels sont les suivants :

- Il n’y a aucune action de teneurs élevées en zinc dans la nourriture sur I’assimilation
du cadmium et réciproquement. Il n’y a ni synergie, ni antagonisme,

- Les concentrations en zinc dans les organes de Helix pomatia ne sont pas influencées
par la présence de cadmium dans la nourriture et réciproquement,

- Une exposition au cadmium n’a pas d’effet sur la distribution corporelie du zinc et
réciproquement.

Ces conclusions sont différentes de celles établies chez les vertébrés et chez les mollusques
lamellibranches.

- Chez les vertébrés, le zinc accroit la production de métallothionéines et
simultanément 1’absorption intestinale du cadmium augmente. La toxicit¢ du
cadmium est jugulée par I’administration simultanée de zinc.

- Chez les mollusques lamellibranches (4Anodonta cygnea), des teneurs élevées en zinc
conduisent a une réduction dans I’accumulation de cadmium. Il y a compétition entre
les deux métaux vis-a-vis des sites de liaison sur les métallothionéines.

Les gastéropodes possédent des voies différentes biochimiques de séquestration
intracellulaire pour le zinc et le cadmium. Dans la glande digestive de Helix pomatia, 86% du
cadmium et seulement 21% du zinc sont retrouvés dans la fraction soluble de la glande
digestive. 95% du cadmium soluble est li¢ a des métallothionéines contre seulement 10% pour
le zinc. La grande majorité du zinc soluble est associée a différents ligands de faible poids
moléculaire. Berger er al. (1993) suggérent que, chez les mollusques gastéropodes, les
fonctions des métallothionéines différent de celles discutées dans le modele « vertébré ».
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Dallinger et al. (1993a) développent ce point de vue en précisant la nature des protéines
mises en jeu. En ce qui concerne le cadmium, il y a intervention de deux types de protéines :
I'un du groupe des métallothionéines, l’autre relevant de protéines différentes des
métallothionéines. Le zinc est, lui, lié a différentes protéines de deux classes de poids
moléculaire avec une dominance d’un ligand de nature inconnue et de 3.000 Da. L’autre
fraction de zinc est liée a des métallothionéines mais cette fraction est trés faible par rapport
au cadmium (Cd/Zn = 10/1).

Cette diversité dans les ligands expliquerait, selon les auteurs, 1’absence d’interaction entre
le zinc et le cadmium chez Helix pomatia puisque cette espéce a la capacité d’orienter les
deux métaux vers des structures cellulaires différentes. Du point de vue écotoxicologique,
cette capacité expliquerait la capacité de résistance de Helix pomatia vis-a-vis d’une
exposition au cadmium ou & un mélange cadmium-zinc, mélange fréquemment rencontré sur
site contaminé. Cette capacité pourrait également exister et méme étre renforcée chez Helix
aspersa défini comme macroconcentreur de cadmium et microconcentreur de zinc. Le
probléme qui reste posé est celui de savoir si cette capacité influence significativement la
biodisponibilité ultérieure du cadmium et du zinc dans la chaine alimentaire. Ce probleme
sera abordé avec le chapitre sur la biominéralisation.

1.5.10. Développement de la résistance aux métaux chez les populations vivant
sur des sites contaminés

Le développement de la résistance aux métaux est, selon Dallinger (1993), différent chez
les vertébrés et chez les invertébrés qui, dans des sites trés contaminés, sont exposés a des
concentrations métalliques suffisantes pour exercer une réelle pression de sélection.
L’augmentation de la production de métallothionéines liant le cadmium est comme chez les
oligochétes aquatiques. Le gastéropode Helix pomatia, mis en présence de concentrations
élevées de cadmium, répond rapidement par une augmentation de la synthése de
métallothionéines. Celles-ci exercent une fonction de protection vis-a-vis de la toxicité du
cadmium. De plus, cette méme espéce présente les capacités supplémentaires vis-a-vis du zinc
en possédant des ligands spécifiques de faible poids moléculaire.

Si, chez les vertébrés, les métallothionéines sont concernées prioritairement dans le
métabolisme des éléments traces essentiels, elles représentent, chez certains invertébrés des
sites contaminés et qui subissent une pression de sélection, une fonction de détoxication.
Beeby et Richmond (1987) ont mis en évidence une capacité d’adaptation de Helix aspersa
aspersa en présence de plomb.

L1.6. Possibilité de développer un test basé sur la croissance pondérale des
escargots

La mesure de la performance de croissance, établie sur la base de bilans énergétiques, a été
reconnue comme un bioessai utile dans 1’évaluation écotoxicologique (Leri et Lam, 1994).

Les résultats sur la croissance d’escargots (poids total et plus grand diametre de la coquille)
en laboratoire ont montré que celle-ci était inhibée par des doses croissantes de cadmium dans
la nourriture (Gomot, 1997a et b), ce qui constitue un test biologique simple pour la mesure
de la toxicité subléthale de ce métal.

Nous avons appliqué cette approche a une contamination par les métaux particulaires en
retenant, en plus de la croissance pondérale, I’analyse des teneurs en métaux puis, sur cette
base et pendant les deux derniéres années, nous avons contribué a un test inter-laboratoire de
mise au point de deux tests de laboratoire normalisés AFNOR sous la direction de A. Gomot.
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Le choix du paramétre de croissance pondérale est un paramétre global qui peut, par la
suite, étre affiné. Par exemple, Lam (1996) propose de retenir pour le gastéropode tropical
d’eau douce Radix plicatulas les modifications des taux de consommation et d’absorption de
la nourriture en présence de cadmium.

La CL50 96h est de 2,5 mg/l, les NOEC et LOEC sont de 0,15 et 0,20 mg/l pour le taux de
consommation et de 0,10 et 0,15 mg/1 pour le taux d’absorption.
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Chapitre II : Aspects généraux concernant les métaux
I1.1. La classification des métaux

Taylor (1995) fourni dans un tableau périodique des éléments (tableau 9) ceux essentiels
pour la vie a savoir les éléments de base (cercle), les éléments traces essentiels pour les
plantes et les animaux (carrés en plein) et les éléments susceptibles d’€tre essentiels chez
certaines espéces (carrés en pointillés).

Les cations majeurs Na', K, Mg?*, Ca®* avec les anions Cl et CO;* sont impliqués dans
la régulation osmotique et ionique des liquides extra et intracellulaires.

Les métaux traces Mn, Fe, Co, Cu, Zn, Mo et les éléments ultra-traces V, Cr, Sn, Ni sont
impliqués dans de nombreuses enzymes ou cofacteurs d’enzymes.

Les métaux traces et ultra-traces peuvent avoir une action toxique s’ils sont présents en
quantité excessive. D’autres métaux tels que I’argent, le cadmium, I’aluminium, le mercure et
le plomb sont déja toxiques a faible concentration et ne sont pas essentiels.

Tableau 9 : Tableau périodique des éléments montrant ceux nécessaires a la vie (d’aprés Taylor, 1995)
Cercles : Eléments biologiques majeurs
Carrés : Eléments traces considérés comme essentiels pour les plantes et les animaux

Carrés en pointillés : Eléments traces pouvant étre essentiels
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Fe fla Ac ™ Pag U clans "b” =
concentration

physiological effect

deleterious i

Figure 6 : Relation entre la concentration d’un élément et ses effets (d’aprés Taylor, 1995).
i : Elément essentiel
ii : Elément défavorable

La figure 6 donne la relation entre la concentration d’un élément et ses effets soit
bénéfiques soit défavorables.



Partie | — page 26

Les principes de la chimie inorganique permettent [’interprétation des données
toxicologiques et des mécanismes de détoxication. Il est classique de se référer a la
classification des métaux de Ahrland er al. (1958) avec les classes a, b et de transition. Les
métaux de la classe a se trouvent préférentiellement liés aux atomes O, N et S selon la
préférence : O>N>S, c’est-a-dire avec les anions carbonates, phosphates, sulfates et
carboxylates. Les métaux de la classe b se trouvent sur le tableau périodique dans un triangle
comportant au sommet Cu’ puis Rh, Ag, Cd et a la base Ir, Pt, Au, Hg, Ti et Pb. Ces métaux
de la classe b se lient aux atomes S, N et O selon la préférence S>N>0. Beaucoup de métaux
de la classe b sont les plus toxiques. Ils peuvent former des sulfures insolubles ou se lier aux
groupements S- et N- des protéines en les dénaturant.

Les métaux de transition comprennent des métaux traces essentiels a la vie : Fe**, Co*",
Ni*" et Zn*". L’appartenance d’un métal a ’'une ou ’autre de ces trois classes permet de
prévoir leur voie probable de métabolisme.

La classification des métaux selon Nieboer et Richardson (1980), visualise bien les trois
classes en précisant les degrés d’ionisation (tableau 10).

Tableau 10 : Classification des métaux, selon Nieboer et Richardson (1980), en classes A, B et de transition

et selon un degré croissant d’ionisation
i

Class A i Cs*, K*, Na*. Li*
Metal Ba®, Sr*, Ca?, Mg?*, Be>*
s
La*, Gd*>, Y, Lu*, Sc*, AI>*
Cd?, Sn>, Pb?*, Ti**, Mn**, Fe?*, V¥
Borderline | Cu?, Co?*, Zn*, Ni**
Metals Cr¥, In’, Fe**, Ga*
Sb(IIl), As(1IT), Sn(TV)
Aur, Ag', TI*, G,
Class B Hg?, Pd?*, P12
Metals Bi**, T
Pb(IV)

I1.2. Incorporation des métaux dans la cellule

Dallinger, en 1995, fait le point sur les mécanismes de I’incorporation des métaux dans
la cellule et souligne les connaissances encore fragmentaires concernant la physiologie des
invertébrés vis-a-vis des mécanismes de prise des éléments traces.

La distinction entre métaux lourds et non lourds n’est pas adaptée du point de vue
biologique. La classification de Nieboer et Richardson (1980), décrite ci-dessus, est plus
explicative des interactions avec la membrane cellulaire par I’existence de formes ioniques
cationiques (classe a) ou de complexes métalliques (classe b). Les métaux de transition
peuvent présenter les propriétés des classes a et b. Les conditions du milieu modifient la
spéciation du métal et le degré de toxicité vis-a-vis des cellules (pH, potentiel redox,
compétition ionique, température, présence de matiére organique, solubilisation). Les métaux
du groupe b peuvent se lier par covalence a des ligands organiques tels que les groupes alkyle
et méthyle en formant des complexes organométalliques non chargés et hautement lipophiles,
qui peuvent facilement traverser les membranes cellulaires particulierement riches en lipides.
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Certaines espéces de métaux et les composés organométalliques traversent la membrane
cellulaire par transport passif avec simple diffusion ou diffusion facilitée et tunnel protéinique
de perméases.

La diffusion simple concerne les espéces chimiques non chargées ; la diffusion facilitée
concerne les especes catlonlques des métaux de la classe a. Les éléments minéraux essentlels
tels Na", K" Mg2+ et Ca®" traversent ainsi la membrane mais également Cs’, Rb" et Sr**. Dans
certains cas Fe2” et Zn®* suivent la méme voie. Certains métaux traversent par simple
diffusion et par diffusion facilitée. Des métaux non essentlels toxiques peuvent pénétrer par la
méme voie qu'un élément essentiel, ¢’est le cas de Cd* compétiteur de Zn**

D’autres métaux traversent la paroi par diffusion active nécessitant de I’ATP, c’est le cas
des Na'-K* ATPases avec flux sortant surtout de Na et flux entrant de K*. D’autres ATPases
transportent les protons ou Ca”". Généralement, les transporteurs ATPasiques sont hautement

spécifiques d’ions déterminés mais il a ét¢ démontré le passage d’ elements traces non
essentiels. Par exemple, chez les vertébrés, le cadmium traverse par les Ca®™ ATPases; le
thallium traverse par les Na'-K* ATPases en remplagant K" avec une trés grande toxicité
(rodenticide employé en agriculture). Le cuivre est transporté par une ATPase spécifique chez
I’homme.

Enfin, les processus d’endocytose et de phagocytose représentent une confribution
importante dans I’incorporation des métaux absorbés sur des particules (nourriture,
poussiéres) ou liés a des macromolécules.

L’endocytose génére des vésicules a « manteau » tapissées de clathrine d’environ 0,1 um
de diametre. Elle est généralement associée a un phénoméne d’exocytose au pole opposé de la
cellule. La phagocytose aboutit 4 I’englobement et a I’ingestion de grosses particules (1 a 2
pm) ou macromolécules avec pénétration simultanée des métaux qu’ils soient a I’état pur,
absorbés sur des particules ou liés a des macromolécules (cf transport du fer). Certaines
cellules sanguines sont spécialisées dans la phagocytose et le transport des métaux
(macrophages)

I1.3. Devenir des métaux dans la cellule

L’incorporation du métal dans le compartiment intracellulaire est suivie d’une régulation
soit par élimination du métal au niveau des membranes basolatérales, soit par une
transformation intracellulaire faisant intervenir des ligands soit par une compartimentation
intracellulaire.

L’élimination au niveau des membranes basolatérales peut se faire vers le sang, vers une
cellule voisine, vers une cellule phagocytaire libre. Les processus d’élimination sont les
mémes que ceux de I’ 1ncorporat10n diffusion simple, diffusion facilitée (par exemple cd*
emprunte les pompes a Ca>"), transport actif, exocytose.

La biodisponibilité de certains métaux peut étre contrecarrée par la liaison a certaines
protéines ou glycoprotéines en formant des complexes stables de métalloprotéines (Cf.
chapitre métalloprotéines) avec détoxication. Les métalloprotéines sont stockées dans la
cellule ou libérées dans le sang.

La compartimentation peut représenter un moyen de défense contre les métaux. Par
exemple le systéme lysosomal peut accumuler les éléments traces essentiels et non essentiels.
Dans certaines cellules spécialisées des granules intracellulaires ont une fonction de stockage
de calcium mais aussi de plusieurs métaux (Cf chapitre cellule a calcium de la glande
digestive, du tissu conjonctif et granules du néphrocyte).
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Ces granules se forment vraisemblablement avec une contribution du systéme lysosomal
qui par ailleurs est le récepteur final des métalloprotéines et les dégrade. Certaines
observations ont mis en évidence, dans la membrane du lysosome, des pompes ATP
dépendantes a protons fonctionnant vers la lumiere du lysosome. Selon Dallinger (1995), il
n’est pas exclu que des cations métalliques puissent suivre cette voie spécifique vers la cavité
du lysosome ou un granule en formation.

La majorité des études ayant concerné jusqu’a ce jour le devenir de métaux fournis
expérimentalement sous forme de solutions ou présents sur site sous forme dissoute dans les
produits de percolation, nous avons orienté nos recherches de terrain vers une contamination
métallique de type prépondérant aérosols ou retombées seches métalliques : ambiance
autoroutiére, poussiéres d’aciérie, précipités d’hydroxydes métalliques d’une décharge
contr6lée, minerais métalliféres (ancienne mine de cuivre). De méme, la contamination
expérimentale a été réalisée a partir de poudre pure (zinc et plomb) ou de poussieres
d’électrofiltres (aciérie). Ces types de contamination font appel principalement a des
processus d’incorporation cellulaire par phagocytose mais a I’aval, I’action des différentes
enzymes des lysosomes peut changer la spéciation des métaux avec une mise en ceuvre de
certaines des voies métaboliques décrites ci-dessus. Une complémentarité fonctionnelle
intercellulaire peut également se développer et nous traiterons des capacités complémentaires
dans la glande digestive entre les cellules digestives et les cellules a calcium. La
complémentarité entre organes existe également et nous traiterons des capacités des
néphrocytes par rapport a la glande digestive.
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Chapitre III: Données anatomiques histologiques et physio-
logiques comparées des gastéropodes ; spécificité
parmi les mollusques

Ce chapitre a pour objectif la présentation des connaissances déja acquises concernant
successivement le tractus digestif, le rein, les cellules du conjonctif, du sang et du systéme
nerveux intervenant dans le métabolisme des métaux avec, en conclusion, la présentation du
schéma général de la coordination entre les différents types cellulaires intervenant dans le
métabolisme des métaux.

I11.1. Anatomie, histologie et physiologie du tractus digestif
I11.1.1. Nutrition et digestion des Hélicidés. Aliment pour élevage

Une revue sur les données de bases de la nutrition et de la dégradation des fibres chez
les Hélicidés a été réalisée par Charrier (2000).

Les Hélicidés sont des phytophages opportunistes et polyphages. Le Petit-gris, Helix
aspersa aspersa, se nourrit, en milieu naturel, d’ortie, de picris (sorte de chardon) et de
graminées (chiendent, brome mou). Le mucus, indispensable a son déplacement, représente
en termes budgétaires une dépense moyenne de 20% de I’énergie ingérée. En terrain sec, la
distance « profitable » a parcourir influence donc sa stratégie de recherche de nourriture.
L’escargot n’a pas de besoins alimentaires journaliers car la durée de son transit digestif est
d’environ 32 heures. Cette longue durée est typique des animaux phytophages et s’explique,
chez les Hélicidés, par la dégradation du bol alimentaire au niveau de trois sites :

- a:le jabot ou la digestion extracellulaire semble étre le fait d’enzymes
endogenes ;

- b:la glande digestive ou la digestion intracellulaire s’opére notamment par des
hydrolases cytoplasmiques ;

- ¢ : ’intestin ot se produit une fermentation bactérienne.

Les fibres végétales que le Petit-gris semble dégrader le mieux sont les parois
cellulosiques pauvres en lignine (ex : les végétaux jeunes), les réserves des légumineuses
riches en mannose mais pauvres en galactose (ex : caroube, lupin) et aussi des lichens et des
champignons (se développant par exemple sur des végétaux morts). Par contre, les céréales
riches en amidon ne paraissent pas nécessaires, sauf si sa flore intestinale (en cours
d’identification) se révélait capable de dégrader ce polyoside de réserve.

La flore bactérienne des trois Hélicidés comestibles est fermentaire et certaines souches
produisent de ’hydrogéne. Chez Helix aspersa aspersa, au moins une souche utilise aussi
I’hydrogéne produit. Par contre, les escargots n’excrétent pas de méthane et en cela se
différencient des ruminants et de la plupart des termites.

Les nouveau-nés ont leur appétit stimulé par les excréments parentaux, ce qui peut-€tre
un moyen de colonisation bactérienne de leur tractus digestif. Cependant, ces méme
excréments se révélent toxiques pour des individus d’un mois environ et plus, d’ou
I’importance du nettoyage des enceintes en élevage hors-sol.

L’amélioration de I’aliment fourni en héliciculture est un objectif de nombreux
chercheurs. L’alimentation utilisée était, au départ, constituée de végétaux afin de respecter la
phytophagie de ces animaux (Mason, 1977) puis, afin de faciliter la conservation et la
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distribution, c’est I’emploi d’aliments composés avec des formulations variées en % de
participation des différents ingrédients d’origine végétale (tableau 11).

Tableau 11 : Proposition de formulation d’aliments pour escargot

I(?omposition des aliments (%)IAliment 1|/Aliment 2/ Aliment 3 Aliment 4/Aliment 5
Salade 44,0
Mais 10,0 23,0 34,2 34,7
Gluten de mais 8.0 6,0
Amidon de mais 11,0 15,0
Tourteau de soja 20,0 20,0 22.0 23,5 23.0
|Corn distiller 9,7
Luzerne déshydratée 8,0
Sel 0,4 04 0,4 0.4
Vitamines + oligo-éléments 0,6 06 | 05 0,5
Ca2P0O4 5,0 5,0 2,0 2,0 4,0
Carbonate de calcium 45,0 30,8 30,5 29,0
Propionate de calecium 30,0 0,4 0,4
Total 100 109 100 100 100
atiére azotée totale 15,3 15,3 16,9 15,5
ellulose brute 1,2 1,2 2.7 4.1
alcium 18.4 12,7 12,4 12,4
hosphore total 1,1 0.6 0,6

*vitamine A : 750.000 Ul
vitamine D3 : 225.000 Ul
vitamine E : 560 mg
cuivre : 75 mg/kg

Les aliments actuellement sur le marché relévent soit d’une formulation INRA avec
indication du fabricant (Mesny, Genthon, Grésillon), ou commercialisation par UCAAB,
Sanders soit ont fait 1’objet d’une amélioration des performances par le choix de nouveaux
ingrédients comme I’ utilisation de lait en poudre (Gomot, 1994 ; tableau 12).

Parmi les éléments indispensables le calcium est un facteur limitant de la croissance des
mollusques (Fournié et Chétail, 1984). Il est fourni selon les formulations sous diverses
formes : phosphate de calcium, carbonate de calcium, propionate de calcium des fournisseurs
de produits chimiques (tableau 11), pierres calcaires broyé€es, coquilles d’escargots broyées,
coquilles d’huitres broyées, algue marine calcaire broyée (Lithothamnium calcanum) (tableau
12). Par ailleurs, il est, dans tous les cas, ajouté un complément de vitamines A, D3, E et,
selon la formule INRA, du cuivre a la concentration de 75 mg/kg d’aliment. Certains auteurs
ont testé 1’action d’un ajout de protéines (Conan, 1993) ou d’un ajout d’acides aminés et de
protéines (Gomot, 1994). Cet ajout de cuivre a pour justification le role physiologique de
I"hémocyanine, métalloprotéine contenant du cuivre et pigment respiratoire des gastéropodes.
Parmi les aliments pour bétail, un aliment dit « truie » contient également du cuivre et a été
¢galement utilisé pour les escargots.



Tableau 12 : Résumé des différents aliments relevés dans Ia Hitérature et utilisés dans P'alimentation des escargots

Incubation & 20°C
Premier dge Naissains (% de l'aliment de) Nursery (% de I'alimens de)
UCAAB+via, +oligo, Appellation
+aa, + ADN Mindrasx UCAAR Lait*  |Lithothamne| UCAAB | Lais* | Coguille d'kuitres | Lithothamne | E3 | IC | § | M. GOMOT
Alvityl Coquilles d'escargots broyées 0,0 85,0 15,0 100,0 | 00 0,0 0,0 00[o00] 0o 0,0 Témoin
21,5 | 63,5 0,0 150 00]|00] 00 0,0 2L
Globogenol Pierres calcaires broyées 21,5 63,5 15,0 21,5 | 63,5 15,0 0.0 00| 00| 00 0,0 2H
870 | o0 0,0 13,0 00| 00| 00 0,0 U+F
Globufer Algues marines broyées = 350 50,0 15,0 425 | 425 0,0 15,0 0,0{ 00| 00 00 U+L
Calmugal 425 | 425 150 . 0,0 00]00] 00 0.0 4H
Equisthénol : Rl 42,5 425 15,0 00 | 250 0,0 50 70,0| 00| 0.0 0,0 N3
JLoRS 00 | 42,5 0,0 7.5 50,0] 0,0 0,0 0,0 E3+L
Survitacanin ek 63,5 21,5 15,0 0,0 5.0 0,0 0,0 95,0| 0,0] 0.0 0,0 E3L5
] e25 0,0 7,5 0,0/ 00500 00 S+L
85,0 0,0 15,0 5,0 0,0 . 00 0,0] 00950 0,0 §+5
B ¥ i 425 0,0 7,5 0,0 | 50,0| 00 0,0 Ic+1.
- e 2 T D e i) Mrel i { 42,5 0,0 7.5 0,0] 00] 00 50 M +L
1.96% dans l'aliment | 16.6% dans l'aliment UCAAB | + 23°C +/- 2°C +23°C +-2°C
UCAAB Conclusion |Photopériode 18/6 Photopériode 18/6
Pas d'action positive Intérét du Lithothamne Congclusion Conclusion
: : Lo T ) « intérét du Lithothamne - intérét du Lithothamne
+ |- 15% de Lithothamne -(2LetU+L) avec lait
i, + | -etde42.5 4 63.5% d'apport de farine - bonne performance de N3 4 20°C au lieu de 23°C
f ' ' s 2 -etE3+L )
, - intérét d'un pourcentage d'un lait allant de 60 & 80%
i (GOMOT A., 1994 ; p 69) avec 18 & 19% de matiéres grasses
(suif ou mg

T : Aliment truie
Mi : INRA Fabrication Mesny

Ie : INRA Calcium Fabrication Genthon S. A.

S : Aliment Sanders
U : Aliment UCAAB

E3 : Aliment engraissement escargot (Fabrication Guildali S. A.)
E3, E3.1, E3.2,, E3.3C et E3.3F selon la date de fabrication
* : lactar 16, Aliment d'allaitement pour veau

[ € o5ed — [ ated
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Ayant pour objectif la contamination polymétallique des escargots, cette présence de
cuivre a toujours été recherchée d’autant que des mortalités ont été constatées par certains
héliciculteurs dans le cas de surdosages ou de mauvais mélange des ingrédients. De méme, il
s’avére que I’ajout de vitamines n’est peut-&tre pas nécessaire car la flore bactérienne
intestinale en est génératrice.

Une amélioration trés nette des performances a €té constatée en présence de poudre de
Lithothamne (Gomot, 1994). Cet auteur note la présence d’une quantité notable de
magnésium associé au calcium alors que cet élément est peu présent dans les pierres calcaires
broyées ou les coquilles d’escargots broyées (tableau 13).

Tableau 13 : Teneurs en cations dans les différents compiéments minéraux de I’aliment (d’aprés Gomot,

1994)
Cations dosés en mg/g
Complément minéral| Ca™ Mg
Lithothamne 350 30
Pierre calcaire 450 3
Coquille d’escargot 450 | 0.1

Cette présence de magnésium est proposée comme 1’élément favorable a la croissance
selon des avis également formulés antérieurement (Crowell, 1973 ; Gomot et al., 1986).

Gomot (1994) émet également I’hypothése de la présence d’oligo-éléments (I, Cu)
pouvant avoir une action favorable sur la croissance et également celle d’oligopeptides isolés
a partir de plusieurs rhodophycées (Morse et al., 1984).

Différents auteurs ont établi I’indice de consommation qui est la quantité d’aliment
nécessaire pour produire 1 kg d’escargots en poids frais dans des conditions d’élevage par
ailleurs définies (température, photopériode, hygrométrie).

Selon Charrier et Daguzan (1980a-1983) et Daguzan (1985a) cet indice est de 4,8 kg
pour les animaux nourris avec du chou et jusqu’a 7 pour divers autres végétaux, et entre 0,8 et
1,3 kg selon I’aliment composé utilisé. Cet indice a été amélioré par Gomot (1994) avec une
variation de 0,8 a 0,5 selon I’aliment testé et la mise en évidence de I’effet favorable de
poudre de lait pendant la Nursery et de poudre de lithothamne en 2°™ 4ge.

De nombreuses expériences d’apports de végétaux frais ont été réalisées en parcs
d’élevage extérieurs (tunnels). L héliciculteur s€me, soit en ligne soit en mélange, certaines
espeéces avant de placer le naissain. Le colza se révele plus attractif que la laitue, le trefle
blanc et le chou. Dans tous les cas, la nourriture en poudre est fournie en plus et ad libitum
dans les mangeoires.

Gomot (1994) a montré que la composition biochimique (protéines, acides aminés,
lipides, glucides, minéraux) des espéces comestibles de gastéropodes pulmonés peut varier en
fonction de 1’espéce, de I’alimentation et de la provenance (nature ou élevage). Ces
différences sont a prendre en compte dans des études écotoxicologiques en fonction de
I’affinité de certains micro-polluants vis-a-vis des lipides ou de leur liaison a des protéines
spécifiques. Par ailleurs, la biominéralisation, trés développée chez les gastéropodes, explique
I’existence d’une détoxication par incorporation de métaux dans divers types de concrétions
minérales.

Les dosages des macro-éléments P, Ca et Mg dans diverses espéces (Gomot, 1994)
donnent le classement suivant en fonction du pied ou des visceres (tableau 14) :
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Tableau 14 : Classement des différentes espéces d’escargots selon le dosage des macro-éléments P, Ca et
Mg dans le pied et les viscéres.
H.p. : Helix pomatia (escargot de Bourgogne); H.l.: Helix lucorum ; H.a.a.: Helix aspersa
aspersa (escargot petit gris) ; H.a.m. : Helix aspersa maxima (escargot gros gris d’Algérie)
Pied Viscéres

Y% MS Classement % MS Classement

Ca| 1245% |Hp.>H.I>H.a.a>Ham.| 1.3 a 1,9 % | Différences moins nettes

P 042a1% |Hp>H.am.>H.a.a>H.l | 1.1 a 1.3 % | Différences moins nettes

|[Mg|0320,5% | Ham>HIl-Haa>Hp. ]0330,7% H.a.m.-H.a.a.>Hp-H.L

I11.1.2. Etude anatomique et histologique du tractus digestif de Helix aspersa
aspersa — physiologie de la digestion chez les gastéropodes

Cette étude concerne tout d’abord une présentation générale du tractus digestif puis une
présentation plus approfondie de la glande digestive compte tenu de son role prédominant
dans les phénoménes de bioaccumulation des métaux.

I11.1.2.1. Etude histologique du tractus digestif chez Helix aspersa aspersa et
physiologie de la digestion

Charrier (1995 ; 2000) propose un schéma récapitulatif des différents sites de la digestion
dans le tractus digestif qui superpose ’organisation cellulaire, 1’origine et I’action des
différentes enzymes ainsi que la flore bactérienne.

Le tube digestif peut étre sur le plan fonctionnel divisé en deux segments entre lesquels est
greffée la glande digestive :

- Le segment antérieur de l’orifice buccal & I’estomac est le siége d’une digestion
extracellulaire par un apport d’enzymes (oxydases) ayant notamment pour origine un
flux actif a partir de la glande digestive. Certaines cellules de la glande salivaire
sécrétent également des oxydases et des mucines. L’estomac est une aire de tri ou les
particules prédigérées sont véhiculées soit dans I’intestin, soit dans la glande digestive
selon des critéres de taille et de densité.

- La glande digestive assure de multiples fonctions avec d’une part les cellules a
calcium et d’autre part les cellules digestives a différents stades de leur cycle (cellules
sécrétrices, cellules digestives, cellules excrétrices). En phase de sécrétion, les
oxydases gagnent I’estomac et ’cesophage. La digestion intracellulaire s’opére par des
hydrolases.

- Le segment postérieur s’étend de l'intestin & 1’anus avec successivement I’anse
intestinale proximale, I’anse intestinale distale et le rectum. La figure 7 représente les
différents types cellulaires et les enzymes principales.

Afin de distinguer le role respectif de la glande digestive et de I’intestin vis-a-vis de la
prise des métaux, c’est ’intestin proximal qui a été retenu pour I’étude histologique avec son
épithélium contenant des cellules a mucus et des entérohépatocytes selon Charrier (1995).
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Figure 7 : Diagramme du tractus digestif d’Helix aspersa aspersa Miiller illustrant les différentes
catégories cellulaires épithéliales, sous-épithéliales et glandulaires qui participent au
processus extracellulaires et intracellulaires de la digestion (d’aprés Charrier, 1995).

- Glandes salivaires : 1 = cellule a calcium ; 2 = mucocyte II ; 3 = cellule alvéolaire ; 4 =
cellule granuleuse ; S = cellule cystiques ;

- Glande digestive : A = cellule a calcium ; B = cellule sécrétrice ; C = cellule digestive ; D =
cellule excrétrice ;

- Tube digestif : I = cellule absorbante ; Il = cellule muqueuse M1 ; Il = cellule de stockage
entérohépatocyte ; IV = cellule muqueuse M2 du typhloesole ; V = cellule granuleuse de
Pintestin distal ; VI = cellule muqueuse sous-épithéliale rectale ;

- Tissu conjonctif interstitiel : a = cellule vésiculeuse de Leydig ; b = granulocyte a pores.
~ = particules alimentaires ; e® = mucines ; %X = osidases ; ~ = déchets ; = = sécrétion des
sulfomucines dirigées vers le bulbe buccal et ’esophage ; = = sécrétion et flux d’osidases
assurant une digestion extracellulaire des aliments dans le jabot et ’estomac ; % = passage de
micromolécules dans les conduits de la glande digestive ; = = absorption des micro-mollécules
par les cellules digestives et les cellules a calcium assurant une digestion intracellulaire et une
accumulation de substances, respectivement ; P = circulation dans intestin et le rectum des
déchets provenant de I’estomac et de la glande digestive. Pour la clarté de la représentation, les
déchets provenant de la glande digestive sont représentés que sur le lobe postérieur; — =
absorption de nutriments (par les cellules intestinales et vers le tissu interstitiel).
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I11.1.2.2. La glande digestive des gastéropodes

De nombreux travaux concernent I’étude de la glande digestive des gastéropodes. En ne
retenant que ceux consacrés aux pulmonés, on peut citer Krijgsman (1925), Carriker et
Bilstad (1946), Thiele (1953), Billet et McGee-Russell (1955), Morton (1955 et 1956),
Abolins-Krogis (1960), Sumner (1965 et 1983), Walker (1970), Franchini et Ottaviani (1993).

Ces travaux portent sur la structure, I’ultrastructure et I’histochimie de la glande digestive
des pulmonés terrestres ou aquatiques en liaison avec ses fonctions physiologiques. D’autres
travaux concernent les gastéropodes Prosobranches et Opisthobranches. Il en sera fait mention
pour certains aspects de la physiologie pouvant enrichir la discussion.

Il est établi que la glande digestive est tout d’abord impliquée dans les processus de
digestion extra ou/et intracellulaire (selon les espéces) et secondairement dans les mécanismes
de défense (Reade, 1968 ; Bayne, 1974 ; Renwrantz et al., 1981 ; Ottaviani, 1990), dans les
processus de détoxication (Marigomez et al., 1986¢), dans le stockage du calcium, la
régulation ionique et 1’équilibre acido-basique (Carriker, 1946 ; Thiele, 1953 ; Sumner, 1965)
et du glycogeéne (Gabe, 1962 ; Kulkarni, 1981).

Les tubules et lobules sont constitués d’un épithélium simple reposant sur une fine
membrane basale.

En ce qui concerne le nombre de types cellulaires décrits dans la constitution des tubules
de la glande digestive, il en existe principalement de deux catégories (Krijgsman, 1929 ;
Carriker, 1946 ; Thiele, 1953) :

- Les cellules digestives avec un cycle cellulaire (absorption et phagocytose ;
digestion intracellulaire ; fragmentation et régénération) et un cycle saisonnier
(Mukherjee et al., 1995) avec plus de lipides en automne avant I’hibernation ;

- Les cellules basophiles ou cellules sécrétrices sont des cellules a calcium avec
ortho- (PO4>) et pyrophosphate (P-O-P) associés a Ca, Mg, Mn, Cu, CoetZn ;

- Accessoirement, il y a quelques mucocytes intercalés entre les deux types
cellulaires précédents.

Les tubules communiquent avec 1’estomac par un systeme de canaux. Entre les tubules,
existe un tissu conjonctif contenant des lacunes sanguines, des cellules de stockage
(glycogeéne, calcium, lipides) et des cellules & fonction endocrine (Rebecchi er al., 1996 :
cellules vésiculaires ; Sminia, 1972 : VCTCs (Vesicular Connection Tissue Cells)).

La présence de cellules immunoréactives antisomatostatine dans le tissu conjonctif de la
glande digestive a été mise en évidence par Marchand et Colard (1991) et par Rebecchi ef al.
(1996) (tableau 15).

I1I1.1.2.2.1. Les cellules digestives

La synthése des différents documents permet d’établir le schéma de la digestion
intracellulaire avec une succession des différentes étapes (selon Rebecchi er al. (1996) chez
Viviparus ater) :

- 1 formation des vésicules d’endocytose a clathrine ;

2°™ . fusion des vésicules d’endocytose, perte de la clathrine, formation
y p

d’endosomes de plus en plus nombreux ;

3°™: fusion des endosomes avec des lysosomes apportant les hydrolases acides

(origine : Golgi) ;
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4°™ . formation de phagolysosomes avec corps résiduels et exocytose de ceux-ci

vers le tube digestif par rupture de la membrane plasmique
5™ : fragmentation de la cellule digestive

I1.1.2.2.2. Les cellules a calcium (figures 8 et 9)

Nous traiterons également, dans ce paragraphe, des cellules a calcium du tissu conjonctif
compte tenu de leur intervention dans le processus de détoxication.

Tableau 15 : Catégories cellulaires de la glande digestive des gastéropodes

Conjonctif inter-tubulaire ou lobulaire
Colliles Cellules a calcium Grande Cellules
Celtules digestives Mucocyies s du conjonctif ccllules immunoréactives
4 calcium 2 P d e oz
sphérocristaux vésiculaires (1R)
Un seul type a dlijt!:rents Antistomatostatineg
[ L stades de digestion - i
Rebecchi ez Viviparus ater intracellulaire - Lipides 11 Peu PR ; Glveogene Antimetenkephal ine
al., 1996 (Prosobranche) LAIC L DICES = > IR anti-msuline Anti-serotonine
en automne avant :
i i (neurotransmetieur)
hibemation
Biswas et Vivi - Digestion extracellulaire
Ghose, 1968 RIRAT, Cellules sécrétrices
bengalensis N !
Das et al., (e hikiche) Cellules excrétrices
1992 : Cellules phagocytaires
V.CT.CS
Lymmnaea stagnalis T
Sminia, 1972 (Pulmoné S s
baiGaaionkor cellules de
Ay ophore) stockage )
Phases fonctionnelles :
- Type I: cellules
Laevicaulis alte vacuolaires
(limnée terrestre — |- Type M. Cellules | Absence Absence
Pulmong¢) granuleuses
prédominantes
Type 1.  cellules
vacuolaires Type I11
Mukherjee il g:;obosa gredomlr;f.l?tes Cellul Absence Absence Cellules de
etal, 1995 (eawdouce) I ype : s stockage
granuleuses peu ¥
nombreuses
Type 1.  cellules
granuleuses au niveau
apical
Pugilina .
cochlidium Type  Jit CCH,UICS Absence Absence
. granuleuses d’une
(exae) maniére uniforme
Cycle cellulaire li¢ a la
marée
TapErsy Helix pomatia
4%529 % Pulmoné + Absence +
st\'hmmgtuphure
Abolins- Helix pomatia
Krogis, 1960 Palmoné + Absence }
: stylommatophore
u ] Cellules sécrétrices Cellules
Charrier, - - L e g o T
Helix aspersa Cellules digestives Absence + vesiculeuses de
1995 : o
Cellules excrétrices Leydig
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Figure 8 aetb: a:
digestive de Arion ater (échelle : 0,25 pm) (dans Cajaraville, 1995).
b Analyse élémentaire 3 la microsonde XD d’un granule minéralisé de la cellule
basophile ou cellule a calcium de Littorina littorea (Cajaraville, 1995) Association
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Figure 9 : Photographie en microscopie optique de la glande digestive de Littorina littorea avec cellules
digestives (D), cellules basophiles a calcium (B) et lumiére du tubule (L) (échelle 50 pm)

(Cajaraville, 1995).

Fournié et Chétail (1982) fournissent une revue exhaustive de la distribution systématique
des cellules a calcium de la glande digestive des mollusques gastéropodes (tableau 16).
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Tableau 16 : Distribution des cellules a calcium épithéliales au niveau de la glande digestive des
Mollusques (d’aprés Fournié et Chétail, 1982)

Stylommatophores Prosobranches Opisthobranches
Heiix (1) (2) (3) (4) Hatliotis (7) Aegolidia (11)
(5) (9) (10) (12}
{13} (15} (17} Buccinum (11) Facelina {11)
(19) {21)
Cepaea {3) {4) (11} (21) Nassa {11)
Oxychilus {16)
Vaginulus {14) Paludina (11)
Bensonia {22)
Achatina (8) Pomatias {23)
Succinea (3) (18)
Testaceila (18)

Limax (1) (3) (4} (21)
Agriclimax (2) (3) (10} (20)
Arion (1) (2} (3) (10) (15)

{1) Barfurth, 1683; (2) Frenzel, 1885; (3) Cusnot, 1882; (4) Mac Munn, 1300; {5} Krijgsman, 1925; (5]
Simroth et Holtman, 1928; (7) Manigaut, 1839; (8) Van Weel, 1950; (S) Wagge, 1851; (10} Fretier,
1952; {11) Thigle. 1853; (12) Billet ot Mac Gee-Russeil, 1955; (13) Abolins-Krogis, 1960; (14) Bar,
1962; (15) David et Glize, 1963; (16) Rigty, 1963; (17) :Sumner, 1965; {1B) Sumner, 1966: {19}
Timmemans, 198%; (20) Walker, 1970; (21) Banon, 1972; (22) Sen Gupta. 1977. (23} abservation
personnelle.

Elles existent chez de nombreux Stylommatophores, chez quelques Prosobranches et chez
deux Opisthobranches mais non chez les Basommatophores.

Les cellules a calcium de 1’épithélium acineux de la glande digestive, désignées aussi
cellules basophiles, sont, selon Marigomez et al. (1995) de forme pyramidale avec un
réticulum endoplasmique granuleux trés développé, un complexe de Golgi, des granules de
sécrétion électrondenses et, trés nettement visibles, des granules insolubles de phosphate de
calcium entourés d’une membrane, donc formés par minéralisation interne. Selon Fourni€ et
Chétail (1982), la membrane apicale présente quelques petites microvillosités. Les granules
lient principalement des métaux de la classe A (Mason et al., 1984 ; Marigomez et al., 1990).

L’analyse élémentaire de ces granules, en dehors de la présence en quantité variable de
P/Ca/Mg, indique qu’ils sont les sites principaux de I’accumulation des métaux essentiels ou
toxiques. Selon les Mollusques étudiés, il s’agit de mélange en proportions variées de Ca, de
Mg et P et d’éléments traces (Pynnénen et al., 1987 ; Simkiss, 1981). La présence
d’anhydrase carbonique a été mise en €vidence par Ireland (1986). Les métaux toxiques liés a
des protéines sont intégrés dans les lysosomes puis libérés dans les vacuoles contenant les
concrétions. Les concrétions calciques jouent principalement un réle dans la régulation
calcique.

D’une maniére générale, les cellules spécialisées dans la minéralisation intracellulaire
(cellules a calcium) différent de celles impliquées dans la digestion intracellulaire (cellules
digestives). Les cellules a calcium de certains gastéropodes jouent un réle identique a celui
des cellules R de la glande digestive des Crustacés qui different des cellules de type S.

1I1.1.2.2.3. La glande digestive et les métaux
1I1.1.2.2.3.1. Le systeme lysosomal des cellules digestives

Comme indiqué précédemment, les cellules digestives sont hautement spécialisées dans
la digestion intracellulaire avec un systéme lysosomal spécialement développé (Cajaraville et
al., 1995). Les métaux toxiques, provenant soit du milieu intérieur (sang, hémocytes) soit du
milieu extérieur (particules alimentaires), peuvent étre ingérés par endocytose ou
phagocytose. Ces cellules digestives peuvent, en effet, présenter une endocytose de
complexes de protéines associées a des métaux au niveau des membranes plasmiques basales
ou apicales (Marigomez et al., 1995). Par ailleurs, les cellules digestives effectuent la
synthese de trois métallothionéines liant certains métaux (Dallinger, 1995 ; Dallinger et al.,
1997-1999). Le devenir des métaux li€s aux protéines est une incorporation ultérieure dans le
systeéme lysosomal avec une accumulation.
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Les lysosomes jouent ainsi un role important de séquestration et de détoxication. En cas
d’excédent métallique, par exemple de cadmium chez Littorina, les lysosomes sont moins
nombreux mais plus volumineux, la stabilit¢ de leur membrane est altérée et entraine une
augmentation de la fusion de ceux-ci (Marigomez et al., 1989). La méme observation a €ét¢
faite chez les mollusques bivalves en présence de zinc, de cuivre et de cadmium (Etxeberria ef
al., 1994).

Les dépots de classe b selon Taylor (1995), de forme irréguliere, contrairement aux
granules de classe a sphériques (Cf chapitre cellules a calcium), se forment dans les
lysosomes ou leurs dérivés (corps résiduels). Ces dépots sont de taille plus petite que les
granules de type a (0,5 & 2 um). Les métaux identifiés sont le cuivre, le cadmium et le
mercure mais aussi le zinc. Ces granules sont le résultat d’une activité physiologique normale
soit de la dégradation de métalloprotéines soufrées soit de celle des métallothionéines.

IH1.1.2.2.3.2. Les métalloprotéines et les métallothionéines chez les
gastéropodes

Les Mollusques gastéropodes ont donné lieu, depuis une dizaine d’années, a la
recherche et a la découverte de protéines soufrées ou métallothionéines (MT) qui fixent
certains ions métalliques de la classe b ou de transition.

a.  Le cadmium

Les cellules digestives possédent deux MT identifiées et séquencées. Dallinger (1995) a
publié une revue exhaustive des métalloprotéines des gastéropodes terrestres. Les escargots
terrestres se comportent comme des macroconcentreurs du cadmium, métal non essentiel et
toxique. Ils s’avérent tolérants contre des concentrations élevées de cadmium dans leur
alimentation, jusqu’a 100 pg/g de poids sec dans la nourriture (Berger et al., 1993) en ce qui
concerne Helix pomatia.

Le cadmium montre un organotropisme presque exclusif pour la glande digestive qui
est I’organe de stockage a long terme de ce métal.
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Tableau 17 : Séquence primaire des acides aminés d’une métalloprotéine d’Helix pomatia. La protéine a
été purifiée par des techniques chromatographiques, incluant une HPLC en phase inverse.
La protéine purifiée est S-méthylée et clivée par différentes enzymes comme la trypsine,
I’endoprotéinase Glu-C, ’endoprotéinase Asp-N et Pendoprotéinase Arg-C. Les produits de
clivage ont été fractionnés par HPLC et séquencés. Le fragment de peptide (BI*-) contient
sept acides aminés mais pas de cystéine (d’aprés Dallinger, 1995)

1
BIt- 1w COys The S
n
Cys
41

The

Sy

Ser

Le métal est localisé dans la fraction cytosolique des cellules basophiles ou cellules a

calcium.

La métallothionéine a été isolée par chromatographie sur gel et par HPLC (figure 10).
Le séquengage a été réalisé chez Helix pomatia (tableau 17).

La structure primaire permet de classer cet isoforme de métallothionéine dans la classe
I, c’est-a-dire les métallothionéines dont les cystéines sont situées en méme position que
celles de la métallothionéine de rein de cheval. Les caractéristiques sont les suivantes : 66
acides aminés ; 18 cystéines ; poids moléculaire : 6.620 Da ; nombre d’atomes de cadmium
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liés par molécule : 6 (en deux domaines de 3 cadmium) (tableau 18).
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Figure 10 : Modéle de fractionnement de la métallothionéine liée au cadmium de la glande digestive
d’Helix pomatia exposé au métal aprés une HPLC en phase inverse. Graphique supérieur :
absorption a 254 nm aprés élution dans un gradient de Solvant B (25 mM Tris-HCL dans 60
% d’acétonitrile, pH 7,5). Graphique inférieur: concentration en cadmium dans le pic
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Tableau 18 :  Structure primaire d'une métallothionéine d’Helix pomatia. Encadré : position des résidus
de cystéine (d’aprés Dallinger, 1995)
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Les métallothionéines sont induites rapidement a la suite d’une exposition au cadmium et
aprés cessation de I’exposition, la concentration en métallothionéines et la saturation en

cadmium de cette protéine demeurent a un taux élevé sur une longue période de temps (figure
11).
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Figure 11 : Expérience a court terme montrant l'inductibilité et la saturation en cadmium de la Cd-
métallothionéine d’Helix pomatia. Les animaux ont été nourris avec un régime riche en
cadmium pendant trois jours (axe des abscisses, barre noire). Aprés ce temps, les escargots
ont été nourris avec une alimentation non contaminée jusqu'a la fin de I'expérience.
Graphique supérieur : concentration en métallothionéine (en % des animaux témoins).
Graphique inférieur : teneur en cadmium de la protéine (exprimée en % de saturation, en
référence a la métallothionéine entiérement saturé)

Contrairement aux métallothionéines de vertébrés qui simultanément se lient a plusieurs
métaux Cd, Cu et Zn, les escargots possédent un isoforme de métallothionéine spécifique du
cadmium et qui agit en le détoxifiant.

Bebianno et Langston (1995-1998) ont mis en évidence I’induction et la durée de demi-vie
des métallothionéines chez Littorina littorea en présence de cadmium. Le turn-over dépend de
1’organe : 69 jours pour les branchies ; 160 jours pour le rein ; sans doute un temps beaucoup
plus long pour la glande digestive. L’élimination du cadmium par les branchies et le rein est
beaucoup plus lente avec un turn-over supérieur & 300 jours. Pendant la phase de détoxication,
la concentration en cadmium de la glande digestive continue a croitre, ce qui démontre une
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remobilisation & partir des autres tissus. En comparaison avec les Mollusques bivalves et les
mammiferes, le complexe cadmium-métallothionéines apparait comme beaucoup plus stable
et méme si une partie des métallothionéines est dégradée, une nouvelle synthése a lieu en
présence du cadmium libéré. Le dosage des métallothionéines chez les gastéropodes
représente ainsi un marqueur spécifique de la pollution métallique et il est de plus en plus
utilisé dans la biosurveillance.

b. Le zinc et le cuivre (MT-Cw)

Le zinc et le cuivre sont des métaux essentiels pour les gastéropodes.

L’hémocyanine est une protéine cuprique responsable du transport de 1’oxygéne dans
I’hémolymphe et par exemple, I’enzyme anhydrase carbonique, enzyme clé du métabolisme
du carbonate de calcium, nécessaire a la construction de la coquille, contient du zinc.

Selon la revue de Miller (1994), I’hémocyanine est une protéine respiratoire contenant du
cuivre (figure 12). En ce qui concerne les Mollusques, elle est présente chez les chitons, les
gastéropodes et les céphalopodes, occasionnellement chez certains bivalves. En microscopie
électronique, la molécule se présente comme un cylindre creux avec, en vue latérale, une
structure tri-lamellaire et, en vue axiale, une symétrie d’ordre 10 du fait de la présence de 10
sous-unités et la hauteur est de 30 nm. Le poids moléculaire est de 9 x 10° g/mol. Chaque site
de fixation de I’oxygeéne comporte deux atomes de cuivre liés par covalence. Un atome de
cuivre (site B) est lié a trois histidines, le deuxiéme est lié a deux histidines. Toutes les
hémocyanines de Mollusques présentent 60 domaines de liaison pour I’oxygene. Les sous-
unités ont été particulierement bien étudiées chez Helix pomatia (Van Breemen et al., 1975).
Des séquences completes de certains domaines ont été publiées (Drexel er al., 1987 ; Xin et
al., 1990).

/ ~~0 -~ ;

? \H!S

Figure 12 : Hémocyanine de coefficient de sédimentation 100 S d’Helix pomatia (in Miller, 1994) et
interprétation de la structure décamérique. Les études cristallographiques montrent
I’existence de deux sites actifs (A et B) de fixation de Cu avec I’oxygéne positionné entre les
deux sites d’une maniére symétrique. Chez les Mollusques, sur le site A, le cuivre est lié a

deux résidus histidine, le troisiéme résidu est inconnu. Sur le site B le cuivre est lié a trois
résidus histidine
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Les gastéropodes présentent des voies métaboliques du cadmium différentes de celles du
zinc et du cuivre. La majorité du zinc soluble de la glande digestive n’est pas liée a des
métallothionéines mais a des ligands de poids moléculaire inférieur (Dallinger et al., 1993b).

Le cuivre est lié a deux métallothionéines (Dallinger ef al., 1997-1999). Une premiére
métallothionéine située au niveau du pied et du manteau, n’a pas de role de détoxication mais
un role biologique essentiel en stockant du cuivre, utilisé¢ dans la synthése de ’hémocyanine
(Cf chapitre pore cell). Une seconde métallothionéine, en cours d’identification, est située
dans la glande digestive avec un rdle de détoxication du cuivre.

Avec la présence de trois meétallothionéines dont deux dans la glande digestive,
actuellement identifiées (1 MT-Cd, 1 MT-Cu), les gastéropodes peuvent, en présence de
cadmium, maintenir, sans interférence, le métabolisme des éléments traces essentiels comme
le zinc et le cuivre en permettant ainsi leur régulation. Cette spécificité explique, sans doute,
la grande résistance des escargots terrestres vis-a-vis de concentrations environnementales
¢levées en cadmium.

¢. Lefer et la ferrotramsferrine

Taylor (1995) choisi comme exemple du transport de métal dans la cellule le cas du fer.
Celui-ci est transporté dans le sang par la ferrotransferrine, une glycoprotéine de poids
moléculaire 80 KD qui présente deux sites de fixation pour le fer. En absence de fer, cette
protéine est capable de lier Al, Cr, Co, Cu, Mn et Va. La transferrine se fixe sur les récepteurs
spécifiques de la membrane puis, par endocytose, se retrouve dans des vésicules a clathrine.
La fusion avec d’autres vésicules forme un endosome qui libére le fer dans le cytoplasme et
recycle la transferrine vers la surface de la cellule. La régulation est opérée soit par celle des
récepteurs a la transferrine soit par une modification de la synthése de ferritine. La ferritine
peut-étre dégradée dans les lysosomes et le résidu est désigné hémosidérine. Les cellules
réceptrices du fer sont les cellules en croissance, les cellules du foie et les cellules de I’intestin
(Dallinger, 1995).

12233 Les cellules a calcium et leur capacité
d’incorperation de métaux dans les concrétions

Selon Mason et Simkiss (1982), les cellules a calcium sont le lieu de stockage de
nombreux métaux au niveau des concrétions formées de couches concentriques. Taylor ef al.
(1988) ont montré que chez Helix aspersa leur morphologie peut étre modifiée par une
incorporation de manganése s’il est présent & un niveau considéré comme excessif. Les
concrétions de la glande digestive des escargots, formées de di-phosphate de calcium et de
magnésium, appartiennent a la classe a des concrétions (Taylor, 1995) décrites comme
associant le métal a I'oxygéne des carbonates, oxalates, phosphates ou sulfates avec une
affinit¢ O>N>S alors que la classe b des métaux (Cf cellule digestive) présente une
association du métal avec des ligands soufrés ou azotés selon une affinité S>N>O. Cette
classification correspond aux classes a et b des métaux (Cf chapitre classification des
métaux). Les métaux dits intermédiaires ou de transition entre les classes a et b peuvent se
trouver dans 1’un ou 1’autre type de granule a ou b. Par exemple, les concrétions de la cellule a
calcium peuvent stocker Sr** (classe a) mais aussi Mn?", Fe**, Co®*, Zn*" (métaux de
transition).
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Les caractéristiques des concrétions de classe a sont leur état amorphe et hydraté (jusqu’a
20% d’eau) ainsi que la présence de composés organiques. Selon Taylor (1995) et d’aprés les
travaux de Greaves et al. (1984), Simkiss ef al. (1990) et de Simkiss (1991), la présence de
cette matiére organique agirait comme inhibiteur de cristallisation et la persistance de 1’état
amorphe permettrait de conserver la potentialité de fixer des cations extérieurs, dont des
métaux, d’autant qu’un réseau de canaux est suggéré au sein de la substance amorphe, ce qui
rendrait possible leur incorporation.

Dans la cellule a calcium, les auteurs, cités dans la revue de Taylor (1995), considérent que
les concrétions jouent des roles multiples tels que :

- Une contribution a I’équilibre acido-basique ;

- Une réserve ionique utilisée selon les besoins physiologiques ;

- Une contribution au processus de détoxication intracellulaire ;

- Une possible réserve d’énergie en régulant les phosphates pour les fonctions
nécessitant de ’ATP.

Les concrétions des cellules a calcium jouent un rdle dans la détoxication des métaux.

Apres pénétration dans 1’organisme, la liaison des métaux avec des complexes insolubles
décroit la quantité de métal circulant pouvant agir sur I’activité enzymatique. Cette liaison est
possible selon les métaux soit avec des protéines soit avec des concrétions minérales
amorphes.

Les protéines de la classe des métallothionéines fixent les cations divalents tels que Cd,
Cu, Hg, Ag et Zn. Ces protéines sont parfois concentrées dans des organes particuliers avec
formation de granules contenant des métaux. Ces granules sont interprétés, dans le rein des
Mollusques lamellibranches, comme des produits d’oxydation, polymérisés, des lysosomes
(George et al., 1979, 1982 et George, 1983).

Les métaux toxiques divalents, sans site de fixation sur les groupements SH, peuvent se
lier & des concrétions intracellulaires minérales amorphes se formant sur des matrices
organiques comme cela a été mis en évidence par Howard ef al. (1981) chez Helix aspersa.
De nombreux invertébrés produisent de telles concrétions de nature calcique (George, 1982).
Certains auteurs ont émis [’hypothése que cette incorporation, dans les concrétions, représente
une fonction de détoxication (Simkiss, 1981). Il en est ainsi des concrétions des cellules a
calcium de la glande digestive des Mollusques gastéropodes et des Crustacés (Simkiss, 1981 ;
Becker et al., 1974) lorsqu’elles sont libérées dans le tractus digestif puis éliminées avec les
féces.

Pour d’autres invertébrés, tels que les Mollusques unionidés qui présentent de telles
concrétions de phosphate de calcium, dans les branchies, avec solubilisation lors de la
reproduction et utilisation du calcium dans la confection de la coquille des glochidies, la
libération simultanée de métaux toxiques représente, au contraire, un risciue de toxicité pour
I’animal et ses larves (Silverman et al., 1996). L’ utilisation de 57n et SCa, « in vitro », a
permis a ces auteurs de montrer qu’en fait, et par rapport aux concentrations dans le sang, les
concrétions branchiales hyper-accumulent le calcium mais pas le zinc présent a de faibles
concentrations qui restent inchangées si on augmente la concentration en 557n dans le milieu.
La partie organique des concrétions contient des protéines spécifiques liant le calcium et
pouvant également fixer des cations divalents (Mn, Fe, Mg, Zn) avec P comme anion.
L’analyse X montre que les concrétions des témoins contiennent Ca, Mn et Fe avec peu de
Mg et Zn mais jamais de Cd, Pb ou Hg. La comparaison entre les concentrations en zinc dans
les concrétions et les concentrations dans les tissus montre que ces derniéres sont supérieures.
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Les concrétions branchiales des unionidés ne présentent pas d’activité spécifique élevée de
fixation du zinc, par contre elle est trés importante vis-a-vis du calcium. De méme, la
concentration en manganése n’augmente pas aprés ajout de manganése dans le milieu alors
que sa concentration dans le sang augmente. Par contre, si la concentration en calcium
augmente dans le sang, elle augmente aussi dans la concrétion.

La fonction de détoxication qui existe pour certaines concrétions calcifiées ne peut donc
étre généralisée. De méme que les concrétions représentent des fonctions différentes, stockage
de calcium lors de la mue et de la métamorphose (Grodowitz et Broce, 1983 ; Sparkes et
Greenaway, 1984), régulation des excédents de calcium intracellulaire (Becker et al., 1974),
réserve de calcium pour la reproduction (Silverman et al., 1987 ; Fournié et Chétail, 1984),
fonction de détoxication (Simkiss, 1981 ; Mason et Simkiss, 1982), leur nature est également
différente : phosphate et pyrophosphate de calcium ou carbonate de calcium (Cf. paragraphe
sur les cellules a calcium du conjonctif des escargots).

La connaissance de la partie organique des concrétions est également encore incomplcte.
Dans le cas des concrétions branchiales des unionidés, une protéine, fixatrice de calcium et
proche de la calmoduline par son poids moléculaire et ses propriétés antigéniques, a €té mise
en évidence (Silverman ef al., 1985).

Les concrétions de phosphate de calcium des branchies ne se lient pas indifféremment a
tous les cations bivalents, il y a un choix spécifique.

HL1.2.2.34. Discrimination des métaux par les eellules
accumulatrices de métaux

L’expérience la plus démonstrative est celle réalisée par Simkiss (1981a) par injection de
radioéléments dans le sang de Helix aspersa.
re . . 1z [ I B/ +
Dans deux protocoles expérimentaux « in vivo », les radioéléments injectés sont Mn®",
595 3+ 60~ 2+ 655 2+ 85¢ 2+ 109~ 12+ . 2037y 2+ ey S fmE B b
Fe”", ®Co”", ®Zn"", Sr*", ""Cd"" et “"Hg"". Le sang est prélevé 6 heures apres I’injection
et au niveau de la glande digestive deux comptages sont réalisés :

- Les granules des cellules a calcium sont isolés et les doses accumulées de chaque
isotope permettent d’établir le rapport d’activité qui se classe dans I’ordre suivant :
Série I : Mn*">Fe*">Zn*">Co*">Cd*>Hg*">Sr*" ;

- Une portion totale de la glande digestive est analysée et le rapport d’activité se
classe alors dans I’ordre suivant :

Série Il : Mn?*>Fe*">Cd**>Hg?">Zn*">Co*">Sr*"

Un troisiéme protocole est réalisé in vitro. L’hémolymphe est enrichie avec les radio-
isotopes, équilibré avec 5% de CO; et 95% de O, et agité pendant 6 heures avec un lot de
granules préalablement isolé. Aprés lavage, les granules sont séparés du sang et la
radioactivité des deux constituants est évaluée. Le rapport d’activité se classe dans 1’ordre
suivant :

Série 111 : Mn>™>Fe*">Sr**>Hg?">Cd**>Zn*">Co**

La série I, qui concerne les granules isolés in vivo, montre la discrimination des trois
groupes de métaux :

- Mn, Fe, Zn et Co, métaux de la classe a, sont incorporés préférentiellement dans les
granules de pyrophosphates de calcium
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Planche 1: Résultats des études de détoxication des métaux par
incorporations, dans les concrétions, de phosphate de
calcium selon Nott et Nicolaidou (1990)

A. Chaine alimentaire :
L’incorporation des métaux est réalisée chez les proies Chlamys (rein), Littorina
(glande digestive), Balanus (cellules du conjonctif). Les carnivores Nassarius et

Nucella se nourrissent des proies et leurs boulettes fécales contiennent les granules de
phosphate de calcium de la proie avec conservation des métaux.

B. Microanalyse X :

B.A : Granule de Littorina.
B.B : Granule dans les fécés de Nassarius.

Seuls K et Cl ne sont plus détectés.

C. Microanalyse X :

A : Granule de Littorina exposée au zinc.
B : Granule dans les féces de Nassarius.

Le zinc est conservé.

D. Microanalyse X :

A : Granule du rein de Chlamys exposé au zinc et au manganese.
B : Granule dans les fécés de Nassarius.

Ily a rétention de Ca, Mn et Zn.

E. Microanalyse X :

A : Granule du tissu conjonctif de Balanus ayant incorporé du zinc.
B : Granule dans les féceés de Nucella.

Ily a rétention du zinc.
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Cd et Hg, métaux de la classe b, sont liés a des protéines intracellulaires et se trouvent & un
niveau inférieur dans la fraction « granules »
- Sr, métal de la classe a, fait I’objet d’une discrimination spécifique.

La série II qui concerne la glande digestive, c’est-a-dire les granules et les autres
constituants cellulaires, se caractérise par un mélange de différents processus, a savoir
I’incorporation a des granules et la liaison avec des protéines. Leur présence en quantité dans
le cytoplasme, hors granule, intercale Cd et Hg entre Mn, Fe et Zn, Co, Sr se distingue
toujours par une discrimination.

La série III réalisée, in vitro, montre 1’annulation de la discrimination vis-a-vis de Sr. Par
ailleurs, il est proposé qu’en fonction de la teneur en O,, Co’* soit oxydé en Co’" et stabilisé
par liaison avec des groupes amines de protéines.

Le schéma explicatif global fournit par Simkiss (1981b) et repris par Taylor (1995), est
donné en figure 13 :

\ 2]
1 A

Protein Blood

Granule

P0,*"

O <Vl
. @D Jj‘ .
™

’

Figure 13 : Interprétation cellulaire des expériences isotopiques utilisant des métaux. Un groupe de
métaux s'accumule dans le cytoplasme, mais pas dans les granules. Ceux-ci sont interprétés
comme liés aux protéines de type métallothionéines. Un deuxiéme groupe s’accumule dans
des granules de pyrophosphates tandis que quelques-uns (ex : Sr) sont rejetés par la cellule
(d’aprés Taylor, 1995).

L’influence de I’incorporation de manganése et de zinc sur les concentrations en calcium et
magnésium des granules a fait 1’objet d’un protocole expérimental et d’une approche
théorique par Simkiss et Taylor (1994).

Il s’avére que |’incorporation rapide de manganése se fait aux dépens de celle du calcium
alors que le zinc, qui s’incorpore moins vite, diminue les concentrations des deux cations
calcium et magnésium. Les calculs théoriques sur les substitutions ioniques, selon les
principes de la chimie, corroborent ces observations.

Toutes ces observations, vis-a-vis des cellules a calcium, concernent, comme indiqué sur la
figure ci-dessus, une fonction épuratrice et détoxifiante de ce type cellulaire de la glande
digestive vis-a-vis d’une possible contamination métallique du sang, compartiment dans
lequel il faut tenir compte du réle important des hémocytes transportant les métaux.
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HL1.2.3.5 Biominéralisation et capacité de détoxication des
métawx dans la chaine alimentaire (planche I;)

Nott et Nicolaidou (1989a, 1989b et 1990) ont montré, en milieu marin, que les métaux,
contenus dans les concrétions de phosphates de calcium et de magnésium des invertébrés
planctophages ou détritivores qui sont la proie de gastéropodes carnivores, ne sont pas
biodisponibles pour ceux-ci car il n’y a pas de dissolution ou une trés faible dissolution (la
membrane qui entoure les concrétions est elle-méme conservée aprés passage dans le tube
digestif prédateur) et se retrouvent dans les concrétions des boulettes fécales. De ce fait, lors
de la progression dans la chaine alimentaire, il y a réduction de la biodisponibilité des métaux.
La biominéralisation peut étre, dans ce sens, considérée comme un processus efficace de
détoxication s’opposant a la bioamplification le long de la chaine alimentaire.

Les auteurs citent ce processus entre les especes suivantes :

Tableau 19 : Biominéralisation le long de la chaine alimentaire chez des Mollusques marins (d’aprés Nott
et Nicolaidou (1990))

Fécés du prédateur (boulettes

Proie Prédateur fecales)

Cerithium vulgatum
Concrétion de phosphate de calcium dans la
glande digestive + métaux + P, Ca, Ni

Murex Concrétions de phosphate de

Gastéropodes Littorina littorea
Concrétion de phosphate de calcium dans la| Nassarius
glande digestive (taille : | 4 2 pm) + métaux | reticulatus
+ P, Mg, Ca, K, S,ClL Zn

|
|
trunculus l calcium + métaux + P, Ca, Ni
[
[

Concrétion dans les féces
provenant de Littorina littorea
+ P, Ca, Mg, Zn, (K)

Chlamys opercularis

Lamellibranche | Concrétion de phosphate de calcium dans le Na.ssalrzus P, Ca,Na, K, Cl, S, Mn, Zn
rein + métaux + P, Ca, Na, K, S, Mn, Zn reticuiatus
Balanus balanoides
Crustacé Concrétion de phosphate de calcium dans Nuc.ella P, Ca, Na, Mg, (Cl), Zn
les cellules du parenchyme entourant lapillus

I’intestin + métaux + P, Cl, Na, K, Zn ‘

La composition élémentaire des concrétions est réalisée par microanalyse X en
microscopie électronique a balayage (SEM) ou par microanalyse X en microscopie
électronique a transmission (MET). Seuls les éléments les plus solubles (K et Cl) sont libérés,
totalement ou partiellement, des concrétions de phosphate de calcium et de magnésium. Par
contre, les concrétions de carbonate de calcium et de magnésium du tissu conjonctif de
Littorina littorea sont attaquées dans le tube digestif du prédateur. Elles ne contiennent que
Ca et Mg et pas d’autres métaux.

Le pH du liquide digestif est assez bas pour dissoudre les concrétions de carbonates mais
pas assez pour dissoudre les phosphates. Walker er al. (1996) ont pu, grice a des micro-
électrodes, mesurer le pH de ’estomac (pH = 6,0), de la glande digestive (pH = 6,52) et de la
glande salivaire (pH = 6,82) chez la limace Deroceras.

En fin de compte, les métaux incorporés aux concrétions de phosphate de calcium et de
magnésium se retrouvent inchangés dans les boulettes fécales du prédateur et s’incorporent,
sous cette forme, au sédiment. Une stratégie de moindre biodisponibilité des métaux lourds
est ainsi réalisée et efficace, réduisant la concentration de la chaine alimentaire.
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Dallinger (1993) propose d’appliquer cette notion aux chaines alimentaires terrestres
lorsque les processus de détoxication aboutissent a la formation de concrétions ne libérant pas
les métaux chez le prédateur ou le détritiphage. Par contre, la fraction de cadmium liée aux
métallothionéines peut étre plus facilement biodisponible pour les prédateurs car le métal est
libéré de la protéine en milieu acide tel qu’il existe dans le tractus digestif des
consommateurs.

II1.2. Anatomie, histologie et physiologie du rein des gastéropodes

Compte tenu du nombre de travaux traitant de I’excrétion chez les invertébrés, il est utile
de se référer a la revue de Bouillon (1960) comportant 101 références (depuis 1897), parmi
lesquelles 28 concernent plus spécialement les mollusques, mais peu de références concernent
les gastéropodes pulmonés.

La nature de I’excrétion azotée, chez les gastéropodes, est variable et semble dépendre en
grande partie du milieu dans lequel ils vivent.

- Les gastéropodes marins sont ammonotéliques. Le produit final de I’excrétion azotée
est ’ammoniaque ;

- Les gastéropodes d’eau saumaitre sont intermédiaires entre |’ammonotélie et
I"uricotélie ;

- Les gastéropodes terrestres sont uricotéliques. Le produit final de I’excrétion azotée est
’acide urique ;

- Les gastéropodes d’eau douce présentent une grande diversité, par exemple, le rein de
la Paludine est riche en acide urique, mais Hydrobia jenkensi en contient peu. Cette
demicre espece n’aurait envahi que récemment les eaux douces (1900).

I11.2.1. Le rein de Helix pomatia (Bouillon, 1960) (figure 14)

Nous retiendrons de ce travail concernant la premiere étude ultrastructurale des cellules
rénales de mollusques (Helix pomatia, gastéropode pulmoné terrestre) les données essentielles
suivantes illustrées par certains clichés de I’auteur.

L appareil excréteur est formé de deux parties :

- Lerein, a parois fortement plissées, désigné « rein d’élaboration »,

- Le canal excréteur qui longe d’abord le rein du coté externe du péricarde (uretére
primaire ou vessie), puis longe le rectum (uretére secondaire) pour déboucher au coté
de I’anus, au niveau du pneumostome.

Le rein est constitué d’un sac dont la paroi interne est fortement plissée, avec la formation
de lamelles laissant, au centre de I’organe, une lumiére rénale. Une lamelle rénale est formée
par I’accolement de deux feuillets de cellules excrétrices, entre lesquelles, on distingue des
sinus sanguins, des muscles lisses, du tissu conjonctif. Dans le sinus sanguin, des cellules
contiennent des inclusions riches en lipides. Les auteurs les considérent comme étant des
hémocytes chargés des produits d’excrétion. Les déchets arrivent au rein, uniquement par voie
sanguine, et sont ¢liminés sous forme d’inclusions puriques.

Chez les pulmonés terrestres, le péricarde n’intervient pas dans la fonction rénale. La
communication réno-péricardique est petite.
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L’épithélium rénal est formé de cellules prismatiques avec une bordure en brosse peu
développée, avec, dans la région apicale, une volumineuse vacuole contenant une ou plusieurs
concrétions cristallines. Le noyau, riche en chromatine, est refoulé vers la base. Le
cytoplasme apical est peu épais et contient des mitochondries, des granules P.A.S. positifs
(mucopolysaccharides) ainsi que des granules contenant des phosphatases. Le cytoplasme
basal contient des mitochondries ovalaires, des inclusions mucopolysaccharidiques et des
granulations volumineuses, trés osmiophiles, désignées « granules jaunes », constituées de
lipofuscines qui sont en fait un produit d’oxydation des phospholipides a différents stades
d’oxydation. Selon Turchini in Bouillon (1960), certains produits terminaux formeraient, dans
la vacuole apicale, le substratum des concrétions cristallines. Selon Bouillon (1960), ces
granules proviennent d’une évolution de certaines mitochondries, sont expulsés de la cellule
et ne participent pas a la constitution des concrétions.

Les concrétions ont fait I’objet d’une description depuis 1924. Des anneaux concentriques
(de 3 & 7) entourent un ou plusieurs noyaux. Le nombre d’anneaux augmente avec la
croissance de la concrétion. Dans certain cas, la vacuole apicale peut contenir plusieurs
inclusions qui pourraient résulter du fractionnement d’une concrétion en fin de constitution.

En vie active, les concrétions sont de toutes tailles. Pendant 1’hibernation, la taille
s’uniformise.

Figure 14 : Concrétions rénales de Helix pomatia selon Bouillon (1960)
a : Faible grossissement montrant le noyau central (N) et les couches concentriques (c.c.) ;
b : Grossissement supérieur montrant I’électrondensité des couches concentriques.

L’expulsion se fait par déchirure de la membrane apicale. Le devenir ultérieur de la cellule
fait I’objet d’hypothéses, a savoir une destruction ou une reconstitution. L’observation de
cellules a grande vacuole vide oriente Bouillon (1960) vers la deuxieme hypothese. Par
ailleurs, lors de I’hibernation, les cellules rénales se résorbent en un syncytium bourré
d’inclusions excrétrices, de débris cellulaires et de mitochondries.
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Les concrétions sont d’un blanc brillant en lumiére réfléchie, biréfringentes en lumiére
polarisée. Les recherches antérieures a Bouillon (1960) les considérent comme constituées,
soit seulement d’acide urique, soit d’acide urique et de guanine. Apres la réalisation de tests
histochimiques a la murexide, Bouillon (1960) souligne la nature complexe de ces
concrétions. Les anneaux résulteraient de dépots successifs de composés puriques avec
probablement de la guanine. Selon Peschen (1939), il y aurait 20% de guanine dans les reins
d’Helix pomatia, le reste étant de 1’acide urique. D’autres auteurs (Delaunay, 1931) signale la
présence d’urée chez Helix pomatia et I’excrétion de Arion ater s’effectuerait presque
exclusivement sous cette forme. Le noyau des concrétions serait riche en sels de calcium. La
nature exacte du noyau central demeure encore inconnue mais selon Bouillon (1960), il est
peu probable que les pulmonés terrestres excrétent massivement des sels de calcium
normalement retenus et mobilisés pour I’édification de la coquille. Les concrétions de Helix
pomatia présenteraient une analogie avec les concrétions d’urate des tubes de Malpighi de
I’insecte Gryllus domesticus dont les granules sont formés de couches concentriques alternées
d’urate de calcium et d’acide urique avec des traces d’un mucopolysaccharide (Berkaloff,
1959). Des couches concentriques, enrichies en lipides soudanophiles et trés osmiophiles
(couches sombres) alternent avec des couches d’acide urique a faible contraste en observation
par microscopie €lectronique a transmission. La nature des lipides est encore inconnue. Enfin,
un mucopolysaccharide acide se localise dans la couche la plus périphérique et autour du
noyau central.

L’origine et la nature de 1’ébauche du noyau central sont discutées par Bouillon (1960).
Chez Gryllus domesticus, Berkaloff (1958) montre une formation dans une vacuole centrale
avec un dépdt de couches successives d’acide urique et d’urate.

Enfin, la membrane basale présente de nombreuses invaginations, augmentant la surface
d’échange, caractéristiques des cellules filtrant le milieu intérieur.

Le canal excréteur du rein est formé par 1'uretére primaire appelé également poche
néphridienne ou vessie. Ce canal excréteur n’est pas un simple canal mais un rein de
résorption et de sécrétion ; il joue un rdle primordial dans les transferts d’eau et de divers
électrolytes de I'urine vers le sang. En effet, les lamelles de la poche néphridienne sont
constituées de deux types de cellules :

- Des cellules pyramidales cili€es, basophiles, entrainant vers I’extérieur les produits
d’excrétion

- Des cellules a batonnets qui ont une fonction d’absorption et qui possédent des
microvillosités apicales trés développées (bordure en brosse) ainsi que des
invaginations de la membrane basale, créant des espaces extracellulaires pénétrant sur
presque toute la hauteur de la cellule. I1 y a de nombreuses mitochondries qui se
placent entre les invaginations. Le noyau est localisé vers le pdle apical. Le cytoplasme
ne présente ni ergastoplasme ni appareil de Golgi chez les cellules dgées car il semble y
avoir un cycle cellulaire.
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Selon Bouillon (1960), ces cellules jouent un rdle dans la résorption et le transfert d’eau et
d’électrolytes entre les substances excrétées et le liquide sanguin. L’activité phosphatasique
alcaline est importante. L étude en microscopie électronique a transmission montre que les
batonnets proviennent de 1’association des mitochondries et des invaginations de la membrane
basale. L’uricotélisme et I’efficacité des cellules de résorption de la poche néphridienne
constituent des adaptations a la vie terrestre pour des animaux qui ont la possibilité de perdre,
par évaporation et en une heure, jusqu’a 16% du poids initial (Limax variegatus). Les sinus
sanguins sont riches en hémocytes et trés riches en inclusions lipidiques.

L’uretére secondaire présente les mémes types cellulaires plus des mucocytes élaborant des
produits d’excrétion de type mucopolysaccharides acides.

La lumiére de la poche néphridienne contient, outre les concrétions, des granules et des
déchets cellulaires provenant de la destruction de la région apicale des cellules rénales lors de
la libération des concrétions.

A partir de cette base anatomique et histologique réalisée chez Helix pomatia, nous
citerons des compléments ou des différences signalées par d’autres auteurs pour d’autres
espéces, a savoir Banga et Boer (1969) pour Lymnaea stagnalis, Skelding (1973) pour
Achatina achatina, Martoja (1975) pour Pomatias (Cyclostoma) elegans, Diaz Cosin (1977)
pour Theba pisana, Sanchez et al. (1980) pour Helix aspersa et Angulo et Moya (1989) pour
Arion ater.

I11.2.2. Le rein d’Achatina achatina (figure 15)

Selon Skelding (1973), les néphrocytes de 1’ Achatine ne ressemblent pas aux podocytes
des glomérules rénaux de vertébrés. La cellule excrétrice est en contact, du c6té basal, avec un
ultra-filtrat de sang et, du coté apical, avec 1’urine primaire. La lame basale (Lamina) est
perméable a la ferritine (100 A°)et imperméable a I'or colloidal (80 a 240 A°) ou a
I’hémocyanine. Les liquides passent du conjonctif a la lumiere rénale en circulant entre les
néphrocytes et peut-étre au travers de pores des jonctions cloisonnées (Septate junctions ou
desmosomes septés). L’auteur explique les passages d’eau et de solutés par les différences de
pression osmotique. La capsule du tissu conjonctif qui emballe le rein est épaissie dans la
partie ventrale. Elle contient des vaisseaux sanguins, des fibres musculaires, des fibrilles de
collagéne, des amoebocytes, des fibres nerveuses, des « pore cells » et des fibroblastes. Les
néphrocytes, d’une hauteur de 10 a 15 um, présentent une vacuole avec une seule concrétion
formée de couches concentriques se colorant au vert lumiére. En microscopie électronique a
transmission, le noyau central est amorphe et les anneaux sont osmiophiles. La membrane
apicale présente des microvillosités et des vésicules de pinocytose en formation. Le
cytoplasme apical, peu épais, présente des mitochondries, du réticulum endoplasmique lisse
avec des vésicules et des tubules, des vacuoles. L’appareil de Golgi, proche du noyau, produit
des lysosomes primaires fusionnant ensuite avec des hétérophagosomes pour former des
hétérolysosomes. Des corps résiduels contenant des figures myéliniques sont nombreux dans
le cytoplasme basal. Ils sont probablement libérés dans 1'urine en méme temps que les
concrétions. Chez I’ Achatine, le contact entre la concrétion et la membrane vacuolaire existe
et le cytoplasme contient de nombreuses vésicules qui semblent contribuer au grossissement
de la concrétion. Le cytoplasme basal contient du glycogéne en rosettes (& 800 A°), des
gouttelettes lipidiques (& 1 pum), des mitochondries parfois branchues, un réticulum trés
vésiculeux et des péroxysomes (& 0,8 & 1,2 pm). Ceux-ci sont sphériques avec une membrane
unique. Ils contiennent un floculum granuleux et un corps dense ou nucléoide central. Ils sont
associés avec le réticulum endoplasmique qui forme une enveloppe en croissant.
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Selon I'auteur, des péroxysomes de méme aspect existent chez Helix pomatia et Helix
aspersa. La membrane plasmique basale présente des invaginations dans le cytoplasme avec
la création d’espaces extracellulaires. Les néphrocytes adjacents sont reliés vers la lumiére
rénale par des « septates desmosomes » ou desmosomes cloisonnés entourant totalement la
cellule. Les membranes latérales présentent des « maculae ». De ’eau, des ions et des
molécules, de faible poids moléculaire (16.000 a 19.000 Da), de I’espace inter-néphrocytaire,
passent dans l’urine primaire a travers des pores des desmosomes cloisonnés. La lamina
basale forme une couche sous-épithéliale continue d’une épaisseur de 600 a 900 A. C’est le
lieu d’une ultrafiltration. La lamina des parois des capillaires, fenestrés ou non, jouent déja un
role dans I'ultrafiltration en retenant les protéines sanguines (hémocyanine). Les vésicules de
pinocytose, a I’apex du néphrocyte, prouvent qu’il y a une fonction de réabsorption (eau, ions,
acides aminés). L’uretere primaire est un lieu de réabsorption. Les cellules présentent un
Golgi important produisant des lysosomes évoluant en autophagosomes et hétérophagosomes.
L’activité des cellules urétérales établit un gradient osmotique entre 1’urine et le sang.
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Figure 15: Synthése explicative de la filtration par le rein chez les pulmonés terrestres (traduit de
Skelding, 1973).
Le sang est contenu dans les capillaires imperméables a I’hémocyanine. L’ultrafiltration du
sang passe dans le tissu conjonctif. Les enveloppes extracellulaires des capillaires sanguins
sont responsables de la rétention des grosses particules dans leur lumiére. L’ultrafiltration
contient de grosses particules qui sont retardées dans leur passage vers le néphrocyte par les
fibres de collagéne. La lamina des néphrocytes est imperméable a Por colloidal, mais
perméable a la ferritine, a la peroxydase et au lanthane. La ferritine ne dépasse pas I’espace
intercellulaire au 1/3 inférieur de la hauteur de la cellule. La peroxydase est bloquée par les
desmosomes septés. Il est proposé que ’eau, des ions, I'inuline et des molécules de poids
moléculaire faible (PM : 16.000 a 19.000) passent dans ’urine primaire par Pintermédiaire
de pores de la jonction septée.
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Les apports majeurs de Skelding (1973) concernent la fonction des péroxysomes dans
I’excrétion azotée. L’auteur, constatant que ces organites sont absents du cceur, de
I’épithélium péricardial et urétéral, des amoebocytes et des « pores cells », émet ’hypothése
qu’ils interviennent dans la synthéses des urates constituant ultérieurement les concrétions. Le
métabolisme des purines donne chez les gastéropodes et, en bout de chaine, de I’acide urique
avec comme intermédiaire 1’oxydation de la xanthine en hypoxanthine puis de ’hypoxanthine
en acide urique chez Helix pomatia (Brioteux et Florkin, 1962 et 1964), et chez Otala lactea
(Lee et Campbell, 1965). Skelding (1973) émet I’hypothése que la xanthine oxydase est
présente avec des catalases dans le péroxysome. L’acide urique serait synthétisé¢ dans
I’environnement alcalin du péroxysome, dans lequel il est soluble, puis serait transporté par le
réticulum endoplasmique lisse (chaque péroxysome est emballé dans une capsule du
réticulum endoplasmique lisse) vers la vacuole apicale du néphrocyte ou il précipiterait, en
présence soit d’une acidification du milieu, soit de cations, probablement le calcium. Selon
Florkin et Duchateau (1943), les tissus de Helix pomatia ne contiennent pas d’uricase,
d’allantoinase et d’allantoicase nécessaires a la dégradation de I’acide urique. Cependant,
Skelding (1973) rappelle que selon de Duve et Baudhuin (1966), la présence du nucléoide ou
corps dense central du péroxysome est toujours associée avec une activité urate-oxydase. De
ce fait, il serait possible que les escargots puissent poursuivre la dégradation de I’acide urique.

I11.2.3. Le rein de Pomatias elegans (Martoja, 1975) (figure 16)

Les études de Martoja (1975) sur le rein du prosobranche Pomatias elegans enrichissent la
discussion sur I’uricotélisme chez cette espéce dont I’anatomie est particuliére car il existe en
plus du rein normal, sans toutefois d’uretere (pas de cellules spécialisées dans la réabsorption)
un rein d’accumulation désigné comme la « glande a concrétions » située dans le tissu
conjonctif. Les néphrocytes du rein normal sont de grandes cellules de 35 um de haut et de 15
4 20 um de large avec une grande vacuole apicale contenant une inclusion. L’auteur préfére le
terme d’inclusion a celui de concrétion car on ne discerne pas de strates comme dans les
concrétions de la glande a concrétions. L’analyse spectrographique met en évidence la
présence de phosphate de calcium avec d’autres éléments traces (P, Ca, Mn, Mg, K, S, Zn, Fe
et Cu). Il n'y a ni acide urique, ni xanthine. Des corps résiduels vari€s, des débris
membranaires, se trouvent dans la vacuole mais pas d’acide urique, d’ailleurs I’étude en
microscopie €lectronique 4 transmission ne met pas en évidence la présence de péroxysomes
dans le cytoplasme. La présence des inclusions est variable au cours des saisons. En avril,
aprés le réveil vernal, les inclusions sont rares ; en aolt, tous les néphrocytes contiennent une
inclusion ; en octobre, il y a une libération des inclusions avec une dégénérescence de
1’épithélium. Un jetine pendant 1’activité entraine des modifications des inclusions (moins de
calcium, plus de soufre présent dans des molécules protéiques).

Les autres caractéristiques du néphrocyte sont la grande quantité de pédicelles basaux non
associés a des mitochondries, un important réseau de réticulum endoplasmique lisse, des
figures myéliniques provenant de I’involution de mitochondries avec la formation
d’autophagolysosomes, des dictyosomes proches de la vacuole.
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Figure 16 : Ultrastructure du rein de Pomatias elegans selon Martoja (1975).
La vacuole (v contient une inclusion (i) qui, contrairement a la concrétion des pulmonés, ne
présente pas de couches concentriques.

Selon Martoja (1975), I’acide urique détecté a partir d’animaux entiers provient de la
glande a concrétion et non du rein. La forme d’accumulation dans la glande a concrétions est
I'urate de potassium. Dans le néphrocyte et selon Martoja (1975), les échanges sont
importants au niveau des pédicelles puis, sans apport d’énergie le réticulum endoplasmique
lisse assure le transport a travers la cellule. 11 existe un renouvellement fréquent des organites
mitochondriaux. Par contre, le manque de bordure en brosse montre que la réabsorption
d’éléments déja parvenus dans la cavité rénale est, au contraire, trés faible. L’absence
d’uretére, lieu de réabsorption d’eau, est sans doute compensée par la glande & concrétions
avec des mécanismes différents. Les concrétions de cette glande sont de nature complexe avec
la présence du précurseur de I’acide urique, la xanthine, et du carbonate de calcium.

I11.2.4. Le rein de Theba pisana (figure 17)

Les études de Diaz Cosin (1977) sur la structure rénale de Theba pisana fournissent une
revue exhaustive des travaux antérieurs. La vacuole excrétrice de chaque néphrocyte contient
une concrétion avec un centre et des couches concentriques. Des purines sont mises en
évidence de maniére dispersée dans le liquide vacuolaire et dans la concrétion qui contient des
sels de calcium. Le néphrocyte présente des microvillosités apicales avec des figures de
pinocytose d’un diamétre de 0,15 4 0,2 um. Le cytoplasme apical contient des corps multi-
vésiculaires et des hétérophagolysosomes en dérivant. Les dictyosomes sont formés de 4 a 5
citernes générant des vésicules golgiennes. Le réticulum est principalement lisse et concentré
dans la partie inférieure. Le glycogéne, abondant dans la zone moyenne, apporte I’énergie
probablement exigée pour la formation des concrétions. Du réticulum endoplasmique rugueux
est localisé dans la partie moyenne. Les péroxysomes, avec un nucléoide central rhomboide,
sont nombreux et associés a du réticulum endoplasmique lisse ; ils sont de forme arrondie ou
ovalaire (& 0,5 a 0,8 pum), limités par une membrane. Selon I'auteur, les péroxysomes
interviennent dans le métabolisme des purines avec une synthése d’urates formant la
concrétion.
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De nombreux granules fibreux cytoplasmiques proviennent d’une accumulation, dans le
réticulum endoplasmique lisse, sans relation avec des mitochondries, de produits
n’intervenant pas dans la formation des concrétions. La concrétion se forme a partir de
vésicules de corps membranaires et de substance amorphe. Le néphrocyte réabsorbe des
métabolites de 1’urine primaire et produit du glycogene, réserve énergétique de 1’organe.

a : Partie apicale de la cellule rénale ;

b : Partie médio-basale de la cellule rénale.

Légende : bm : microvillosités apicales ; ¢ : concrétion ; c.c. : centre de la concrétion ; emv :
corps multi-vésiculaire ; ds: desmosome septé; g: granule cytoplasmique ; G : golgi; gl:
glycogéne ; h: hétérophagolysosome ; m : mitochondrie; n: noyau; p: péroxysome; r:
REL ; rr: REG ; v : vacuole excrétrice ; vgl : déversement de glycogéne dans la vacuole ; vp :
vésicule de pinocytose
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II1.2.5. Le rein d’Helix aspersa aspersa (figure 18)

Sanchez et al. (1980) ont décrit I'ultrastructure du rein de Helix aspersa et discuté des
mécanismes physiologiques de I’excrétion rénale. Par rapport aux études ultrastructurales déja
citées pour d’autres espéces de gastéropodes, deux caractéristiques sont soulignées :

- Le néphrocyte de Helix aspersa montre des figures d’endocytose du coté des
invaginations de la membrane cytoplasmique basale,

- L’existence d’un systéme vacuolaire périnucléaire spécifique a 1’espéce avec des
liaisons de la membrane nucléaire avec le réticulum endoplasmique lisse.

Comme chez les autres gastéropodes, le néphrocyte repose sur une basale trés fine qui le
sépare d un tissu conjonctif comportant des fibres musculaires. Les néphrocytes de la base des
lamelles sont des cellules rénales jeunes avec des figures de mitoses dans les cellules
indifférenciées de remplacement. Cette observation est la premiére confirmant I’hypothése de
Diaz Cosin (1977) chez Theba pisana. Les néphrocytes de la partie moyennes de la lamelle
sont des cellules a noyau plus ou moins central avec une bordure en brosse bien développée.
La pointe des lamelles présente de grandes vacuoles avec des concrétions (figure 18a) et des
villosités altérées en voie de disparition de type holocrine. Des noyaux se trouvent dans la
lumiére rénale. Au cours du vieillissement, des citernes concentriques du réticulum
endoplasmique évoluent (figures 18b et 18c) avec une formation de figures myéliniques
autour d’un centre plus électrondense et amorphe inclus dans une substance fibrillaire. La
présence d’urate de sodium est rapportée.

Figure 18 : Ultrastructure d’Helix aspersa aspersa interprété selon Sanchez ez al. (1980).
a : Concrétion (c) dans la vacuole (v) ;
b : Stade intermédiaire du processus de maturation du matériel d’excrétion. La zone centrale
est constituée de matériel électrondense au sein d’une matrice fibrillaire (G x 43.500)
caractéristique des corps résiduels (figure myélinique) ;
¢ : Stade final de libération d’un corps résiduel (cr) vers Ia lumiére rénale (Ir) (G x 43.500)
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Ces corps résiduels se dirigent vers le pdle apical du néphrocyte, se libérent des structures
myéliniques et sont évacuées dans la lumiére rénale avec quelques autres organites
cytoplasmiques. D’autres vacuoles se dirigent vers le pole apical et par coalescence, forment
la grande vacuole en méme temps qu’il y a diminution des microvillosit€és. De nombreux
péroxysomes a nucléoide thomboide sont proches des figures concentriques des citernes du
réticulum endoplasmique lisse. Le réticulum endoplasmique granuleux est moins abondant
que le réticulum endoplasmique lisse. Du glycogéne en rosette est abondant. Des
mitochondries en dégénérescence donnent également lieu a des figures myéliniques
(autophagolysosomes) avec la formation de lipofuscines. Les jonctions inter-néphrocytaires
sont de type « zonula adherens ».

Au niveau fonctionnel, les auteurs rappellent que chez les gastéropodes aquatiques, la paroi
du cceur est le lieu d’ultrafiltration de ’urine primaire gagnant le sac rénal par le canal réno-
péricardique cilié et fonctionnel alors que chez les gastéropodes terrestres, ce canal est
fortement rétréci et peu fonctionnel. Dans ce cas, |’ultrafiltration est assurée par I’épithélium
rénal lui-méme. L’association des invaginations basales avec des vésicules de pinocytose et
une grande quantité de lysosomes militent pour ’existence de phénomenes d’endocytose.
Comme les auteurs précédemment cités, Sanchez et al. (1980) considérent que 1’élément
prépondérant excrété est ’acide urique, ceci conformément a 1’adaptation a la vie terrestre des
gastéropodes. Par ailleurs, une discussion existe sur la possibilité de synthétiser de I'urée lors
du métabolisme de ’ornithine et comme voie alternative non toxique, de I’ammoniaque.
L’acide urique est excrété sous forme de petits granules ou de cristaux par le pdle apical du
néphrocyte. La fonction des lamelles rénales est comparable a celle de la portion tubulaire du
tube urinaire des vertébrés supérieurs. La présence d’éléments musculaires dans les lamelles
favorise les mécanismes d’excrétion lors de leur contraction. Le réseau de vésicules péri-
nucléaires qui est un prolongement de la membrane nucléaire externe et communique avec le
réticulum endoplasmique lisse doit étre un lieu de métabolisme actif. Sanchez er al. (1980)
pensent que c’est le lieu d’une synthése importante des structures éliminant I’acide urique. Par
ailleurs, 1’existence de vacuoles sans concrétions laisse a penser qu’il existe un mécanisme
d’élimination de 1’eau et de solutés (€lectrolytes).

Helix aspersa aspersa (Clark et Rudolph, 1979) de méme que Limax flavus (Horne et
Beck, 1979) excrétent des purines (xanthine, hypoxanthine et guanine) ce qui traduit, chez les
pulmonés terrestres, une caractéristique différente des autres animaux uricotéliques avec
comme conséquence l’impossibilité de réutiliser ces bases pour le métabolisme des
nucléotides.

Selon Charrier et Daguzan (1980b) Helix aspersa aspersa est un organisme uricotélique
qui ne posséde pas tous les enzymes nécessaires a la dégradation de I’acide urique en urée.
Lors du catabolisme des bases puriques, allantoine et allantoicase sont absentes.
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Figure 19 : Schéma du catabolisme nucléique des bases puriques (selon Gomot, 1994)

De méme chez Helix pomatia et Euparypha pisana, 1’urée proviendrait en partie de la
dégradation de I’arginine d’origine exogene (arginine =» urée + ornithine).

Selon Bishop et al. (1983), chez Helix aspersa aspersa, Helix pomatia et Otala 90 a 100%
de I’azote des excrétas du rein sont représentés par I’acide urique, la guanine et la xanthine ;
1’acide urique représentant 80% de la perte journali¢re d’azote chez les animaux en activité.

Selon Daguzan (1985b), I’acide urique favoriserait la conservation de 1’eau car ses teneurs
augmentent dans les escargots en estivation. L’acide urique peut représenter 2,5% de la
matiere séche du corps entier.

Gomot (1994) discute, lors de I’établissement du bilan azoté de Helix aspersa maxima, de
la part prise par I’azote non protéique concentré dans le rein et dont I’acide urique représente
seulement I’un des constituants. Cet auteur émet 1’hypothése de la présence de composés de
nature encore inconnue méritant des recherches complémentaires orientées vers la
quantification des bases puriques et pyrimidiques, celle des réserves énergétiques.

I11.2.6. Le rein d’Arion ater selon Angulo et Moya (1984-1989) (figure 20a)

Nous terminerons cette revue par 1’étude ultrastructurale réalisée par Angulo et Moya
(1984 et 1989) chez la limace Arion ater. Le rein présente des néphrocytes a cellules
prismatiques de 15 a 30 um de hauteur, a vacuoles supra-nucléaires et & bordure en brosse. Ils
accumulent certains métabolites et des métaux lourds dans des concrétions éliminées vers la
lumiére rénale. Chez Arion ater, les concrétions sont similaires a celles d’autres pulmonés,
constituées d’urates, de protéines et de mucopolysaccharides. La vacuole peut étre vide ou
contenir une ou plusieurs concrétions d’un diamétre de 3 & 7 um avec une alternance de
couches granulaires et de couches fibrillaires. La couche externe est toujours de faible densité.
Des corps résiduels avec des systémes membranaires, des granules denses, des lipides et des
substances amorphes se trouvent au contact de la vacuole et s’y déchargent contribuant ainsi a
la formation de la concrétion. Les corps résiduels dérivent des lysosomes. Ces granules,
désignés du 1% type, contiennent des glyco-aminoglycanes, des lipides neutres, des
phospholipides, des lipofuscines, des phosphatases acides et des protéines. Des globules
lipidiques jouxtent la membrane vacuolaire et peuvent pénétrer dans la vacuole. Des citernes
de réticulum endoplasmique lisse existent a la périphérie de la vacuole a concrétion. Elles
sont rarement en connexion avec la vacuole, avec éventuellement la formation d’un réseau de
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membranes a I’intérieur de la vacuole. La membrane vacuolaire forme des invaginations en
forme de bulle dont le matériel participe aussi a la constitution des concrétions. Une relation
entre les vésicules d’endocytose du cytoplasme apical (coated vésicules avec Ca®™) et les
bulles de la membrane vacuolaire est établie. Des phosphatases alcalines se trouvent a la
périphérie de la vacuole. Des corps membranaires, formés dans I’espace intercellulaire,
proviennent de la sécrétion de vésicules et peuvent se décharger dans la vacuole a concrétion.
Chez Viviparus viviparus, 1’achévement des concrétions & lieu dans la lumiére rénale
(Andrews, 1979) et chez Marisa cornuarietis, il y aurait pinocytose de purines dans la zone
basale du néphrocyte (Andrews, 1976).

Figure 20a : Nephrocyte de Arton ater selon Angulo et Moya (1984)
Légendes : ¢ : concrétion (3 2 7 pm) ; cc : couches concentriques : cv : citerne périnucléaire ;
i : invagination en bulle de la membrane vacuolaire ; n : noyau ; v : vacuole excrétrice.

Le tableau 20 (a a c) résume les données essentielles des connaissances sur le rein des
gastéropodes.

I11.2.7. Existence d’un cycle de sécrétion des néphrocytes

Selon Bouillon (1960), les pulmonés terrestres éliminent leurs produits d’excrétion sous
forme solide a des intervalles de 15 jours a trois semaines.

Pendant I’hibernation, il y a de grandes modifications anatomiques et pendant cette
période, le rein d’Helix pomatia peut accumuler jusqu’a 810 mg d’acide urique, soit les % de
son poids. L’estivation peut étre de trés longue durée (5 ans ; Comfort, 1957). Selon Banga et
Boer (1969) chez Lymnaea stagnalis et Skelding (1973) chez 1’Achatine, les néphrocytes
évoluent d’un stade jeune a la base des lamelles, vers un stade mature a 1’apex de celles-ci,
avec un grossissement des concrétions. Les jeunes néphrocytes présentent un gros noyau
central, pas de concrétion et pas de dérivés des lysosomes. Leur membrane plasmique montre
des microvillosités dispersées. Les néphrocytes jeunes remplacent les néphrocytes dgés en fin
de vie.

Diaz Cosin (1977) décrit I’évolution cyclique des néphrocytes de Theba pisana (Cf figure
20b, 1 a 6) a partir du stade de repos jusqu’au stade de vie active. Contrairement a d’autres
auteurs, Diaz Cosin (1977) n’observe pas de syncytium pendant la phase de dégénérescence.
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Certaines cellules libérent seulement leur concrétion (type aprocrine), d’autres sont

détruites entierement (type holocrine) libérant, dans la lumiére rénale, les concrétions et des
débris cellulaires.

ST D)

S i "@

Figure 20b : Evolution cyclique des néphrocytes de Theba pisana (traduit de Diaz Cosin, 1977). Légendes: a:

amabocyte ; bm : microvillosité apicales; c: concrétion; cc: centre de la concrétion; v: vacuole
excrétrice ; n : noyau ; g : granule cytoplasmique.
1 : Cellules rénales au repos avec des de grandes concrétions et de nombreux granules cytoplasmiques ;
2 : Libération des concrétions et des granules cytoplasmiques lors de la fourniture d’eau. Cellules de type
holocrine (2) ou apocrine (b); 3: Cellules rénales résiduelles avec cytoplasme peu abondant; 4:
Croissance des cellules rénales avec noyau apical et absence de vacuoles excrétrices ; 5 : Apparition des
vacuoles excrétrices et formation des centres des concrétions ; 6 ;: Augmentation du volume des vacuoles
excrétrices et formation des couches concentriques des concrétions autour de leur partie centrale.

Tableaux 20a, b et ¢ : Résumé des données essentielles des connaissances sur le rein des gastéropodes
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IIL.3. Les cellules du conjonctif, du sang et du systéme nerveux intervenant
dans le métabolisme des métaux

I11.3.1. Les cellules a calcium du tissu conjonctif (figures 21 et 22)

Le tissu conjonctif des gastéropodes et principalement celui du pied contient des cellules
spécialisées désignées, cellules a calcium du tissu conjonctif, classées par Marigomez et al.
(1995) dans la catégorie des cellules @ minéralisation externe décrites par Masson (1983) chez
la littorine. Les granules de carbonate de calcium extracellulaires sont englobés dans des
chambres formées par I’invagination de la membrane plasmique qui présente des fenétres en
« pores » caractéristiques permettant une relation entre la concrétion de calcium et le milieu
intercellulaire.

Figure 21 : Schéma de la cellule a calcium du tissu conjonctif des gastéropodes (in Cajaraville (1995)
modifié de Mason (1983)). Classement dans les cellules 2 minéralisation externe.

Le classement en cellule & minéralisation externe tranche entre les différentes hypothéses
émises en 1982 par Fournié et Chétail qui, dans une revue exhaustive de I’accumulation
calcique au niveau cellulaire chez les mollusques (73 références), se rallient aux auteurs pour
lesquels les sphérulites organo-calciques sont élaborées a I’intérieur d’une structure
vacuolaire limitée par une membrane.

L’origine de ces vacuoles étant d’origine variée, voir mixte selon les auteurs :

- dispositif particulier d’endocytose

- vésicules du réticulum endoplasmique

- vésicules golgiennes

- association variable des trois premiéres origines

Le classement ne permet pas de retenir, pour origine de ce type cellulaire, une voie de
différentiation a partir de la cellule & pores ou cellules a sillon qui serait un stade pluripotent
pouvant se différencier vers des orientations structurales et fonctionnelles trés diverses
(Richardot, 1976).

La nature chimique complexe des concrétions nécessite un apport de matériaux
extracellulaires traversant la membrane basale puis les pores mais aussi la synthése et le
conditionnement des composés organiques constitutifs, en partie, des concrétions ainsi que
I’apport d’enzymes de la calcification avec une intervention du réticulum endoplasmique et
du Golgi.
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Nous retiendrons du tableau 21a in Fournié et Chétail (1982) que le genre Helix présente
ce type de cellule libre a calcium du tissu conjonctif dans le conjonctif sous-palléal, conjonctif
tégumentaire, le conjonctif péri-vasculaire et le conjonctif inter-acineux de la glande
digestive, le conjonctif de la sole pédieuse.

Tableau 21a : Distribution anatomique et systématique des cellules a calcium dans le tissu conjonctif des
Mollusques (d’aprés Fournié et Chétail, 1982). (1) Barfurt, 1881 ; (2) Cuenot, 1892 ; (4)
Nold, 1924 ; (5) Prenant, 1924 ; (6) Mac Gee-Russell, 1957 ; (7) Campion, 1961 ; (8) Fretter
et Graham, 1962; (9) Abolins-Krogis, 1963; (10) Kapur et Gibson, 1967; (11)
Timmermans, 1969 ; (12) Chétail et Fournié, 1970 ; (13) Runham et Hunter, 1970 ; (14)
Greenaway, 1971 ; (15) Richardot et Wauthier, 1972 ; (16) Catania, 1975 ; (17) Tompa et
Watabe, 1976 ; (18) Watabe ef al., 1976 ; (19) Sen Gupta, 1977 ; (20) Sminia et al., 1977 ;
(21) Vovelle et Grasset, 1979 ; (22) observations Fournié et Chétail (1982)

Tissu Stylormmatophores Basommatophores Prosobranches
Conjoncti! sous palléeal Hetix (5) (9) (11) . Lymnaea (2) {11) (20) Pajudina (5)
Achatina {22} Planorbis (2) {5 Pomatas (2) (5)
Ferrissia (15)
Pomacea {11) {18)
Helisoma (10)
Conjoncti! tégumeniaire Helix (7) {22} Lymnaea (2) (20) Thais (12)
Achatina (22) Ferrissia {15) Pomatias (21}
Limax (22) Pomacea (18}
Agriolimax (22) Helisoma {10)
Arion (22)
Conjonctif perinerveux Agricimax {13) Lymnaea (20) Crepidula (16)
Ferrissia (15)
Conjonctil périvasculaire Helix (3) (4) Lymnsea (4) (14) Littorina {S) (8)
Bermonia {19)
Anguispia {17)
Arion (1) (2) (13)
Agriolimax (13)
Conjonctif interacineux Helix {(11) Lymnasa (11)
glande digestive Agriofimax (22)
Achatina (22)
Conjonctil péridigestit Agriolimax (22) Lymnaea (20)

La nature des concrétions est mixte, organique et minérale. La fraction minérale est
principalement constituée de carbonate de calcium. Un peu de phosphate est présent et dans
ce cas il serait lié a la fraction organique. Le magnésium est souvent associé au calcium et
dans certains cas peut-étre prédominant.

La nature minéralogique serait essentiellement amorphe évoluant au fur et a mesure que la
précipitation se poursuit en aragonite et dans certains cas en calcite.

La fraction organique est complexe (Fourni¢ et Chétail, 1982) riche en sucres
(glucosamines, mucopolysaccharides acides), protéines (rapport entre acides aminés acides et
basiques différent et supérieur a celui de la coquille) et lipides.

Charrier (1995) désigne ces cellules « granulocytes a pores ». Les granules de carbonates
de calcium sont considérés comme des réserves d’ions qui peuvent étre mobilisés pour la
réparation de la coquille (Watabe et al., 1976), la calcification de la coquille et de I’ceuf
(Tompa et Wilbur, 1977) et 1’équilibre acido-basique (Mason et Nott, 1981). La fonction de
détoxication de métaux n’a pas €té mise en évidence.
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Figure 22 : Illustrations de la cellule a calcium du tissu conjonctif de Littorina (in Cajaraville, 1995).
a: photographie en microscopie optique (échelle: S0um); coloration histochimique du
calcium selon la technique de Stoeltzner (fléeches)
b : photographie en microscopie optique sur une coupe semi-fine (bleu de toluidine) fleches :
concrétions de CaCQ; (échelle : 20 pm)
¢ : photographie en microscopie électronique a transmission d’une concrétion faite de couches
concentriques diversement électrondenses (échelle : 1pm)

HI.3.2. Les « Pore Cells » ou cellules a pores (figure 23 a 25)

Il ne faut pas confondre les cellules a calcium du tissu conjonctif, a fenétres de la
membrane plasmique avec les «pore cells » qui existent également chez les gastéropodes,
classées par Marigomez et al. (1995) dans les cellules phagocytaires par percolation se
différenciant des cellules phagocytaires par des pseudopodes. Les « Pore Cells », décrites par
Mason (1983) dans le cas de la littorine, sont enveloppées par la lame basale et la membrane
plasmique qui se replie de la méme maniére que chez les podocytes.

k s eneredl
Figure 23 : Schéma d’une « pore cell » de gastéropode in Cajaraville, 1995 modifié¢ de Mason en 1983 chez

Littorina littorea.
Cellule phagocytaire par percolation
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Ces repliements donnent une apparence, en coupe, de fenétre ou pore de percolation. Du
matériel fibrillaire et électrondense recouvrent la membrane périphérique des pores. Ce
matériel est riche en soufre et en cuivre. Les caractéristiques ultrastructurales des cellules a
pores sont le développement important du réticulum endoplasmique granuleux et la présence
de granules, non concrétionnaires, d’électrondensités différentes contenant les éléments soufre
et cuivre. Cette activité peut permettre la détoxication d’autres métaux tels que ’argent et le
cadmium. Elles peuvent s’accumuler dans certaines régions du tissu conjonctif, augmentant
ainsi la charge métallique de 1’organisme ou étre éliminées par diapédese. Rappelons que
Dallinger a identifié une métallothionéine au niveau du pied et du manteau d’Helix qui n’a
pas de role de détoxication mais un rdle biologique de stockage du cuivre pour la synthése
d’hémocyanine (Brown, 1967 ; Mason, 1983 ; Dallinger ef al., 1993b).

Sminia in Bubel (1989) a mis en évidence, chez la limnée, la présence d’hémocyanine
sous sa forme cristalline dans des citernes du réticulum endoplasmique granuleux.

% 0 s AR
Figure 24a : Cytoplasme d'une cellule de ’hémocyanine sous
forme cristalline (CR) dans le réticulum endoplasmique granuleux dilaté (GER). Les
molécules d’hémocyanine sont arrangées dans des rangées fortement ordonnées (RH). x
58.000 (Prof Dr. T. Sminia)
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Figure 24!) Cellule a pore du gasteropode memea s!agnahs avee des molecules d’ hem&é{anme (ﬂechcs)
sous forme cristalline (Cr) dans les citernes du réticulum endoplasmique granuleux dilaté
(GER). x 25.000 (Prof Dr. T. Sminia, Amsterdam)

11 était également intéressant de rechercher la présence de métaux dans les cellules & mucus
abondantes dans I’épithélium pédieux.

Figure 25 : Photographie en microscopie électronique a transmission (échelle : 0,25um) d’une structure de
percolation avec pore chez Littorina littorea (in Cajaraville, 1995)

IT1.3.3. Les cellules a calcium tégumentaires

Selon Fournié et Chétail (1982), les pulmonés stylommatophores présentent des cellules a
calcium tégumentaires sécrétrices au niveau du bourrelet palléal et du tégument latéral du
pied. Ces cellules sont vraisemblablement d’origine conjonctive et leur pdle apical s’insinue
entre les cellules épithéliales épidermiques pour venir s’aboucher a ’extérieur. Certains
auteurs les ont désignées glande unicellulaire a calcium. Elles ont été¢ décrites chez Helix
pomatia par Prenant (1924) et chez Helix aspersa par Campion (1961). Les cellules du
bourrelet palléal jouent un rdle dans la formation de 1’épiphragme. Les cellules du tégument
latéral du pied déversent leurs concrétions organo-minérales dans le mucus avec une sécrétion
de type holocrine. Ces cellules ont été mises en évidence chez tous les stylommatophores.
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I11.3.4. Les cellules sanguines

Parmi les hémocytes des gastéropodes prosobranches, Mason (1983) distingue des
hyalinocytes et des granulocytes. Les granulocytes sont circulaires en profil avec un réticulum
endoplasmique lisse organisé en petites vésicules. Les hyalinocytes présentent de nombreux
pseudopodes et d’abondants lysosomes. Marigomez et al. (1995) les classent dans les cellules
phagocytaires a pseudopodes. Elles peuvent phagocyter les métaux particulaires et les métaux
liés aux protéines. Elles sont aussi impliquées dans la régulation des métaux en absorbant, par
pinocytose, les métaux en solution. Elles jouent un role important dans la compartimentation
et le devenir de Ca, Pb, Cd, Cu, Zn et Fe. Les métaux de classe A et B sont respectivement
accumulés en association avec le soufre ou le phosphore dans les lysosomes. Les métaux sont
évacués du corps de 1’animal par diapédese des cellules désignées aussi amceebocytes.

Fournié et Chétail (1982) ont réalisé la synthése des travaux signalant I’accumulation du
calcium dans les amceebocytes des Mollusques (tableau 21b).

Tableau 21b : Distribution anatomique et systématique des amcebocytes accumulant le calcium chez les
Mollusques (d’apreés Fournié et Chétail, 1982)

Stylommatophores Lamellibranches
) Helix aspersa (11)
Reégenération Helix pomatia (2) (4) (5)
Euplecta indica (8)
Coquille
Helisoma duryi eudiscus
Morphogenése normale {7)
Agriolimax reticulatus (6)
Tissu con}qncﬁf Helix aspersa (11)
glande digestive Helix pomatia (1) (3)
Tissu conjonctif Helix pomatia {2) (10) Mercenaria mercenaria (9)
sous-paliéal

(1) & {6) Abolins-Krogis: (1) 1960; (2) 1963; (3) 1972; (4) 1973; (5) 19786; {6) Fournle, 19792 et b; (7) Kapur et Gibson, 1967; (8)
Kapur et Sen Gupta, 1970; (9) Neff, 1972; (10) Sateuddin, 1870; (11) Wagge,1951.

I11.3.5. Les cellules & pompes a calcium

Selon Marigomez et al. (1995), les canaux a calcium (Ca®") de la membrane plasmique des
neurocytes peuvent étre une voie de pénétration d’ions toxiques et le tissu nerveux est un
organe cible de la toxicité métallique (le terme de neurocytes englobe les neurones et les
astrocytes associés). Il en est ainsi pour Hg, Pb, Al, As, Mn, Th, Li et Sn qui entrainent une
neurotoxicité. Les ions Ca2*, Ni**, Co?", Sr** et Ba®" peuvent pénétrer par les mémes canaux.
Les canaux a calcium sont nombreux au niveau de la région synaptique qui est pauvre en
systtme lysosomal, mais riche en réticulum endoplasmique granuleux (Corps de Nissl),
mitochondries et microtubules. Une fois a ’intérieur de la cellule, les métaux sont stockés
dans les mitochondries qui sont le réservoir normal de calcium pour ces cellules. Des
accumulations intranucléaires ont été également décrites. Le mercure peut se lier aux
macroméres de tubuline présentant des groupements SH et constituant les microtubules,
support du transport des neurotransmetteurs. Le schéma général fourni par Marigomez e al.
(1995) concernant I’organotropisme du cadmium chez Littorina littorea retient les neurocytes
comme site d’accumulation (figure 26)
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III.4. Schéma général de la coordination entre les différents types
cellulaires intervenant dans le métabolisme des métaux

Divers types cellulaires collaborent dans le métabolisme des métaux a différents stades de
celui-ci : prise du métal, transport, accumulation et élimination.

L’exemple le plus complet est donné par la synthése réalisé par Marigomez et al. (1995)
sur les différentes recherches effectuées sur Littorina littorea, gastéropode prosobranche
marin, en présence de cadmium. Cette espéce est différente de Helix par son milieu de vie et
son anatomie. Nous fournirons, comme deuxiéme exemple, une approche réalisée par
Charrier (2000) pour les escargots terrestres du genre Helix.

Cvcle of Cd _
in Winkles e

SHELL &~

Mineraiisanny
Celis 12}

Connective Tissue
Calcum Cell

Haemocvie

= o Q\‘ o, I . d
At X, ‘ Y s o =+ s
& —> SO e
= = = T (1) Uptake
9 Digestive Cell (1, 2, 3} {2) Accumaiation
- {3) Elimenaion

Figure 26 : Schéma illustrant la voie de mobilisation du cadmium dans I’ensemble des tissus de Littorina
littorea avec I’indication des types de cellule impliqués dans I’élimination du métal (modifié de
Marigomez et al., 1990 et Nott et al., 1993).

1. Les voies de pénétration

Le cadmium pénétre I’organisme par 1’épithélium branchial, 1’épithélium de la paroi du
manteau ou celui du pied ainsi que le tractus digestif (estomac et épithélium des tubules
digestifs).

Dans le tractus digestif, il y a endocytose de cadmium particulaire suivi de digestion
intracellulaire. Pour les autres épithéliums, il y a des échanges ioniques avec un transfert
d’ions Cd" par des canaux ioniques.
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2. Les sites d’accumulation

Les cellules qui prélévent le cadmium peuvent ’accumuler par la synthése de
métallothionéines liant ce métal, suivie d’une séquestration dans le systeéme lysosomale, mais
d’autres cellules internes interviennent également comme les cellules & pores et les cellules
pompant le calcium. L’accumulation s’effectue aussi dans le rein avant €limination mais
surtout par le fait que les cellules & pores s’accumulent au voisinage de I’épithélium rénal
aprés une exposition au cadmium. Par ailleurs, la coquille accumule aussi le cadmium apporté
par les cellules de minéralisation.

3. Le transport

L’énumération des cellules concernées dans 1’accumulation implique une voie de transport
entre les cellules qui prélévent le cadmium au contact du milieu extérieur et certaines cellules
en contact seulement avec le milieu intérieur.

Le sang et ses éléments figurés assurent cette liaison. La quantité de cadmium dans
I’hémolymphe serait d’environ 60% et les 40% restant sont transportés par les hémocytes.

4. L’élimination

L’élimination est limitée en ce qui concerne le cadmium qui reste dans sa majorité
immobilisé dans les cellules a pores et, pour une part seulement, soit excrété en méme temps
que les concrétions minérales produites par les néphrocytes, soit enfin transféré dans le milieu
extérieur par diapédése des hémocytes a travers les épithéliums de la branchie, du rein et de
I’épithélium digestif. Les cellules de la paroi du manteau contribuent également a
1’élimination par exocytose du cadmium en méme temps que les matériaux constitutifs de la
coquille.

Marigomez et al. (1990) situent aussi, sur le schéma, les cellules a calcium du tissu
conjonctif par le fait qu’elles sont affectées par des niveaux toxiques en cadmium. Des
niveaux toxiques en métaux de classe B peuvent modifier le métabolisme des métaux
essentiels de classe A tels que ceux qui sont concentrés dans ce type cellulaire (K, Mg, Ca,
Mn et Zn).

5. Synthése des connaissances chez les Hélicidés

Le schéma établi pour Litforina littorea en présence de cadmium peut étre transposé, en le
modifiant et en le complétant, aux gastéropodes hélicidés et en tenant compte des métaux
traces de classe A ou B. Dans ce cas, il faut retenir d’autres types cellulaires tels que les
cellules a calcium de la glande digestive et les cellules a calcium tégumentaires sécrétrices du
bourrelet palléal et du tégument latéral du pied. Le schéma général met en ceuvre, pour
certains métaux, différents types cellulaires d’accumulation calcique. Fournié et Chétail
(1982) ont réalisé une étude exhaustive précédemment citée et utilisée pour la description de
certains types cellulaires des pulmonés Stylommatophores intervenant dans les échanges
calciques (figure 27) (cellules a calcium libres du tissu conjonctif, cellules a calcium
tégumentaires sécrétrices, ameebocytes accumulant le calcium, cellules a calcium de la glande
digestive).
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Figure 27 : Interprétation schématique du réle des cellules a calcium dans les échanges calciques a travers
les différents compartiments concernés chez les Pulmonés Stylommatophores. On peut
distinguer : 1 : Des niveaux de captures calciques : sole pédieuse et glande digestive ; 2 : Des
niveaux d’échanges bidirectionnels entre les cellules a calcium conjonctives et I’hémolymphe ;
3 : Des niveaux d’utilisation interne (coquille et appareil génital) ; 4 : Des niveaux d’utilisation
externe (cellules sécrétrices du tégument latéral et du bourrelet palléal). D’aprés Fournié et
Chétail (1982)

Charrier (2000) illustre la voie de mobilisation des métaux de classe A ou B dans
I’ensemble des tissus des gastéropodes hélicidés (figure 28). L’intervention des cellules
accumulant le calcium dans 1’accumulation, le transport, la détoxication des métaux est
importante par rapport a d’autres voies métaboliques déja décrites dans les chapitres
précédents.
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Figure 28 : Schéma illustrant la voie de mobilisation des métaux traces de classe A ou B dans I’ensemble
des tissus de gastéropodes hélicidés (Charrier, 2000). Relation entre environnement, végétaux
et tissus du Mollusque. A : amcebocytes transportant les divers ions
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Le calcium, élément majeur, est accumulé sous forme de carbonate de calcium dans les
cellules libres de type amceboide qui circulent dans I’hémolymphe et apportent le carbonate
de calcium au bourrelet palléal pour la construction de la coquille et a I’oviducte pour les
ceufs. Ces cellules peuvent prendre en charge un certain nombre de métaux.

I1 en est de méme de certaines cellules fixes dont le calcium est associé€ a des carbonates
(cellules a pores ; cellules a calcium du conjonctif) ou a des phosphates. Les cellules a
calcium de la glande digestive (pyrophosphates) détoxifient I’organisme en accumulant, par
exemple, Zn, Pb et Ag.

- Des cellules fixent certains métaux sur des métallothionéines (MT). Une MT-Cu,
localisée dans le cytosol des cellules basophiles de la glande digestive, aurait un
role de détoxication du cuivre (Dallinger, 1995).

- Une deuxiéme MT-Cu, située au niveau du pied et du manteau, aurait un role
biologique essentiel en stockant le cuivre nécessaire a la synthése de I’hémocyanine
que nous avons signalée dans les « pore cells ».

- Une MT-C4, située dans les cellules basophiles de la glande digestive, fixe le
cadmium.

L’hémolymphe est un compartiment d’échange et de transport entre les différents types
cellulaires.



DEUXIEME PARTIE :
Matériel et Méthodes
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Chapitre I : Les différentes espéces de gastéropodes utilisés

Dans les diverses études réalisées, plusieurs espéces ont €té utilisées. Dans la majeure
partie des cas, seulement deux espéces du genre Helix ont fait a la fois ’objet du monitoring
actif et passif. Ces espéces sont les suivantes :

- Helix aspersa : la sous-espéce utilisée est aspersa, forme normalis (poids adulte de 6 a
14 g) (Chevallier, 1992). Ces escargots sont aussi communément appelés Petit Gris. La
souche originale provient de la région de Cavaillon et a ét¢ dans un premier temps
élevée en conditions contrblées a I’Université de Besangon puis a I’Université de Metz.

- Helix pomatia, communément appelé escargot de Bourgogne. Ces escargots
proviennent de la région Lorraine. Leur poids adulte varie de 20 a 40 g.

Les autres espéces, énumérées dans le tableau 22, ont seulement fait 1’objet d’un

monitoring passif.

Tableau 22 : Tableau récapitulatif de ’ensemble des espéces utilisées (F. : famille ; S.F. : sous-famille ; X :
animaux autochtones ; (X) : animaux transférés) ; + : élevage

‘ = = | <
| THNEL T
Genres | Espéces =z g 3| 2| S 285 |3 |%
| s = |g|g| & | = |52/8|E|2
£ |2 (2|22 |5 28|38 |8|%
[} L") Bel - (5]
| 5| & 2 5% % |3
Al e 2|2
Gastéropodes pulmonés
Cepaeanemoralis | X X X
Helix pomatia +.1 X (X)X X
Helix hortensis | X |
F. Helicidae | Helixaspersaaspersa____ + | X |(X)|(X) | (X)X | (X) [ X | X | X
S.F. Helicinae | Helix aspersa maxima_____ + |
_Eobania yermiculata _ X | X|X
Theba pisana X | X | X
Pseudotachea splendida X
Trochoidea scitwla | | | | ||| X |
S.F. Helicellinae | Helicopsis striata | | | | | | | X |
Cernuella neglecta X | X
F. Subulinidae Rumina decollata X
F. Zonitidae Oxychilus draparnaudi X X
F. Chondrinidae | Chondrina sp. X
Gastéropodes prosobranches
Stylommatophores | Cyclostoma elegans X X
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Planche II, : Coquilles des gastéropodes utilisés en biosurveillance active ou
passive (d’apres Kerney et Cameron, 1987)

1- Cepaea nemoralis

2- Pseudotachea splendida
3- Helix pomatia

4- Helix hortensis

5- Helix aspersa aspersa
6- Eobania vermiculata
7- Theba pisana

8- Trochoidea scitula

9- Helicopsis striata

10- Cernuella neglecta

11- Rumina decollata

12- Oxychilus draparnaudi
13- Chondrina sp.

14- Cyclostoma elegans
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Planche 11,
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Classification et description sommaires

» Les gastéropodes pulmonés
v Helicidae
e Helicinae
' Cepaea nemoralis (Linné) (planche II;, figure 1) (« hélice soyeuse »)

Longueur 12 a4 22 mm, & = 18 a 25 mm ; coquille globuleuse sans ombilic, bordure du
péristome sombre ; habitat varié, bois, prairies, dunes, haies, broussailles, jardins, jusqu’a
1.200 m dans les Alpes, jusqu’a 1.800 m dans les Pyrénées (Europe de 1’ouest).

= Helix pomatia (Linné) « escargot de bourgogne ou des vignes» (planche II;, figure
3)

Longueur 30 & 50 mm, & = 32 a 50 mm ; coquille globuleuse, ombilic petit en fente
oblique ; sur formations calcaires, bois, haies, jardins, champs, vignes ; communs ou tres
communs, jusqu’a 1.600 m dans les Alpes (France septentrionale).

= Helix aspersa (Miiller) (planche I1,, figure 5)
o Helix aspersa aspersa « escargot petit gris ou des jardins »

Longueur 25 a 35 mm, & = 25 4 40 mm ; coquille globuleuse sans ombilic ; jardins,
buissons, haies, cultures, bois, vieux murs, stations humides a terre meuble, jusqu’a 1.500 m
dans les Alpes et jusqu’a 1.200 m dans les Pyrénées (toute la France).

o Helix aspersa maxima (escargots gros gris d’Algérie »
= Eobania vermiculata (Miiller) (planche I1,, figure 6)

Longueur 16 a4 27 mm, & = 22 a 30 mm ; coquille globuleuse sans ombilic ; escargot
méditerranéen, commun, comestible ; champs, jardins, terres cultivées, vignes, montagne
jusqu’a 800 m.

. Theba pisana (Miiller), Helix pisana, Euparypha pisana (Miiller) (planche II;,
figure 7)

Longueur 9 4 20 mm, & = 12 4 25 mm ; coquille globuleuse avec un ombilic étroit, caché
par un repli de la lévre columellaire, test mince ; escargot méditerranéen commun ; espece
xérophile, sites secs, jardins, champs, talus sur tiges seches, jusqu’a 720 m dans les Alpes
Maritimes.
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. Pseudotachea splendida (Otala — Draparnaud) (planche I1;, figure 2)

Longueur 8 a 13 mm, & = 15 a 24 mm ; coquille sub-globuleuse, déprimée, sans ombilic,
solide, luisante ou opaque, unicolore ou avec cinq bandes étroites brunes ; collines, pierres,
buissons, plantes séches, vieux murs, rochers, endroits secs (garrigues, vignes) jusqu’a 500 m,
commun en méditerranée (Bouches du Rhone, Vaucluse).

] Trochoidea scitula (Crist et Jan) ou Helix scitula (planche II;, figure 8) (« hélice
mignonne)

Longueur 4 a 6 mm, & = 6 a 10 mm ; coquille pyramidale, dessous peu bombé, ombilic
étroit, une caréne ; espéce méditerranéenne (littoral de la Provence), trés xérothermique,
stations séches, champs, jardins, talus, coteaux, landes, dunes, sur tiges des plantes basses,
jusqu’a 730 m dans les Alpes.

. Helicopsis striata (Miiller) ou Helicella striata (planche II;, figure 9)

Longueur 6,5 mm, & = 6 4 9 mm ; coquille sub-globuleuse, ombilic profond, hélice striée ;
espéce commune en Europe, xérothermique, endroits secs et rocailleux.

. Cernuella neglecta (Draparnaud) Helicella neglecta (Draparnaud) (planche IIj,
figure 10)

Longueur 6 4 10 mm, & = 9 a 18 mm ; coquille globuleuse sub-conique a bandes brunes
variables, ombilic large ; espéce méditerranéenne du sud de la France (vallée du Rhone et de
la Garonne), sites secs, €boulis, bords de routes, rocailles.

v' Zonitidae

. Oxychilus draparnaudi (Draparnaud) Oxychilus laucidus (Draparnaud) (planche
11, figure 12)

Longueur 6 42 10 mm, & = 12 a 18 mm ; coquille discoide de couleur brun-jaune pale,
ombilic profond, corps bleu cobalt foncé ; espéce méditerranéenne (Europe de I’ouest), tres
carnivore, bosquets, buissons, terrains cultivés, jardins, végétation abondante, sous les pierres,
décombres, murailles, restanques, bords des fossés.

v Chondrinidae
. Chondrina sp. (planche II,, figure 13)
Longueur 8 a 14 mm, & = 2 4 4 mm ; coquille cylindro-conique brun-gris foncé avec des

reflets violacés, coquilles a 7 ou 8 tours avec des dents, bordure mince et émoussée ; terrains
calcaires, rocailleux, murs.
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. Rumina decollata (Linné) (planche II;, figure 11)

Longueur 24 4 35 mm, & = 9 a 15 mm ; coquille sub-cylindrique allongée non ventrue
avec un ombilic en fente oblique étroite ; espéce méditerranéenne, lieux incultes, bords des
fossés, talus, sous arbustes et gazon, s’enterre lors de sécheresse, sols calcaires.

e Ariantinae
. Arianta arbustorum (Linné) : référence dans la grille de Dallinger

Longueur 10 a 22 mm, & = 14 4 28 mm ; Coquille opaque brune ou jaune avec une bande
spiralée brune ou noire, un ombilic recouvert par une levre columellaire, un péristome a
bordure blanche ; prairies, bois, haies, zones humides, trés peu présents dans les zones a
climat sec et sols bien drainés.

» Les gastéropodes prosobranches
Cyclostomidés : Cyclostoma elegans (Miiller) ou Pomatias elegans (planche II;, figure 14)

Longueur 10 4 18 mm, & = 8 a 13 mm ; coquille ovoide, ombilic en fente médiocre ;
xérophiles, calcicoles ; coteaux secs, bords des chemins, talus, plantes basses, lisiére des bois.

Magnin et Tatoni (1995) ont étudié I’évolution des communautés de gastéropodes sur les
terrasses calcaires de la Provence (restanques), abandonnées par les agriculteurs. Il y a une
corrélation entre la composition des peuplements malacologiques et celles des communautes
floristiques. Les communautés de gastéropodes peuvent servir comme bioindicatrices de 1’ état
de I’environnement. Le caractére méditerranéen des communautés s’atténue dans les stades
les plus avancés de la succession floristique amenant au stade forestier.

Le développement d’une strate de broussailles ou arborée, favorise les especes mésophiles
(Helix aspersa), par rapport aux espéces xérophiles et anthropophiles des terres cultivées ou
en jachéres telles que Theba pisana, Helicopsis sp., Trochoidea sp. et Eobania vermiculata.
Par ailleurs, I’accumulation de litiére joue un réle d’abri (Cepaea nemoralis) ou d’abri et de
nourriture (Pomatias elegans = Cyclostoma elegans), cette derniére espéce jouant un role
important dans la dégradation de la litiere, des feuilles et recherchant les sols meubles dans
lesquels, elle peut s’enfoncer pendant les périodes chaudes et seches. Oxychilus draparnaudi,
espéce recherchant I’ombre, est également une espéce de biotope boisé. La présence de roches
permet le développement d’espéces caractéristiques de la garrigue méditerranéenne dont
certaines nettement saxicoles (Chondrina sp., Cernuella sp. et Pseudotachea sp.).
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Chapitre II : Elevage — Nourriture — Croissance de référence

Les jeunes escargots utilisés pour les tests de toxicité sont obtenus par la technique
d’élevage dite « hors sol » car celle-ci se déroule en batiment dans un environnement
contrdlé, ce qui permet de disposer d’animaux toute 1’année.

11 faut 3 mois a partir du début du stade « nursery » pour obtenir des escargots bordés ¢’est-
a-dire adultes. Pour que ceux-ci soient capables de se reproduire, il faut encore attendre 1
mois (maturation de 1’appareil génital). La reproduction est suivie pendant 10 semaines en
raison du fait que tous les animaux ne sont pas préts a pondre de fagon synchrone et cette
durée permet d’obtenir de 70 a 120% de reproduction (le taux de reproduction est défini
comme étant le rapport entre le nombre total de pontes obtenues et le nombre de
reproducteurs au départ de la mise en reproduction).

A chaque phase du cycle biologique des escargots, il est possible de les mettre en
quiescence (phase de repos) en supprimant I’humidité. Ces périodes peuvent aller de quelques
mois (1 a 3mois) pour les jeunes, & 1 an pour les adultes en chambre climatisée (6-7°C). Pour
des périodes courtes, on peut laisser les animaux au sec a température ambiante (15 & 20°C)
en estivation ; pour des périodes plus longues (supérieures a 3 mois), I’hibernation a 6-7°C est
recommandée.

I1.1. Parameétres environnementaux
a. Local

Le local spécifique dans lequel se déroule 1’élevage et les expérimentations posséde une
surface de 12,5 m? (2,75 x 4,55 m).

Batterie d'élevage
Clhnatisewr o
Fomt d'eaun
Flan de travail

Nursery + expérunentation

Humdific atewr

Frigidaire

]

Reaulate
"

Figure 29 : Schéma de la salle d’élevage.
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b. Eclairement

Concernant 1’éclairement, la reproduction, I’incubation, la nursery ainsi que la croissance
se déroulent a une photopériode de 12 heures d’éclairement. L’éclairage est fourni par des
tubes fluorescents du type lumiere du jour (IRC: 85 et efficacité lumineuse : 90). Il faut
impérativement respecter une puissance de 10 a 15 watts par m”. L’intensité lumineuse est de
50 a 100 lux (selon qu’on utilise des bacs en plastiques transparents ou des cages spécifiques
escargots en PVC gris). La photopériode est réglée par une horloge électrique.

¢. Température

Pour ce qui est de la température, toutes les étapes de 1’élevage se déroulent 4 20 + 2°C. La
température baisse au moment du nettoyage de fagon plus ou moins marquée selon la saison
(la température de I’eau varie de 6 a 14°C entre I’hiver et 1’été€). Le local est thermostaté avec,
selon la température extérieure, soit la mise en marche d’un climatiseur de marque Luxaire
monobloc LPM 07 avec un bac de condensation qu’il faut vider fréquemment compte tenu de
I’hygrométrie du local, soit la mise en marche d’un convecteur électrique. Les thermostats
réglant le climatiseur et le convecteur sont programmables (ERERCE INSTAT 2 — Type
52532)

d. Hygrométrie

Le degré d’hygrométrie est de 80 a 95%. Si on utilise des bacs en plastique jetables,
I’humidité est assurée par du papier absorbant humide déposé sur le fond des bacs. Si on
travaille avec les cages d’élevage pour escargots, un humidificateur assure le maintien du
degré hygrométrique du local. L’appareil utilisé est de marque Astoria avec usage d’eau
déminéralisée. Une surveillance du niveau de remplissage du bac de condensation du
climatiseur est plus fréquente si I’humidificateur est mis en marche.

e. Alimentation (tableau 23)

Pendant la période de nursery (4 premiéres semaines d’élevage) : I’aliment utilisé est
1’Helixal 1° 4ge. Pendant les phases de croissances et de reproduction, I’'Helixal® 2°™° age est
utilisé. Ces aliments (tableau 2) ont été¢ congus spécifiquement pour les escargots et sont
fabriqués par les entreprises Lépine SA, 39130 Clairvaux-l¢s-Lacs, France.

Tableau 23 : Composition de I’aliment Helixal®

Vitamines en
g/100g U.L/kg Métaux en mg/kg

Matiéres

Aliment | Protéines | grasses Cellulose | Cendres | Ca| A D3 |E|Cu|Zn | Cd ‘ Pb |Cr| Ni
brute brutes ‘

brutes
1%age | 134 | 43 | 25 | 346 |[12,1]15000)2000|20] 13 | 65 0,09-1,27‘6,2 0,12
2°"¢ age 15,7 7,38 1,8 31 10,3120500| 3900|3930 |137/0,16/0,94/9,3|0,12
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f.  Groupement des individus

Pendant la phase de reproduction en cage les escargots sont groupés par 5. Pendant la
phase de nursery, les jeunes éclos sont placés au nombre de 80 par bac, soit 888/m?. Deux a
trois tris sont effectués aprés 3,5 — 4 et 4,5 semaines. Pour ce qui est de la croissance,
approximativement 50 juvéniles post-nursery sont mis dans des bacs a souris jetables
(100/m?) puis leur nombre est réguliérement dédoublé au fur et 4 mesure des semaines afin de
leur permettre une croissance optimale. Un trop grand nombre d’individus par bac aurait pour
conséquence de freiner leur croissance en raison d’un effet de groupe négatif.

I1.2. Matériel d’élevage (planche II,, figure 1 a 4 ; planche II;, figures 1 a
4)

Les cages d’élevage sont en PVC alimentaire gris comportant une porte en polycarbonate
transparente. Ces cages, mises au point par 1’Université de Besangon ont été utilisées pour la
reproduction. Une cage a une surface de collage d’environ 0,5 m? et un volume de 0,02 m’.
Ces cages sont équipées d’un axe rotatif qui traverse le rang de 6 cages, entrainé par un
moteur électrique (AIRPAX 13V ; Hollande Réf. 9904/120/55606/0396) alimenté par un
transformateur 220/12 V. Il est muni de buses d’arrosage. Les cages sont dites semi-
autonettoyantes car on effectue un complément de nettoyage au jet apres avoir fait fonctionner
’arrosage par les buses. Pour permettre la reproduction un pondoir est placé dans chacune des
cages. Ces pondoirs ne sont autres que des pots de yaourt en verre (volume 140 a 180 cm )
remplis de terreau horticole. Pour récupérer les pontes, il suffit de retourner le pot en verre et
de ramasser les ceufs a 1’aide d’une petite cuillére. Pour I’incubation des pontes, des bacs a
souris sont utilisés. Sur leur fond est placé du papier absorbant humide sur lequel sont espacés
les ceufs afin d’éviter une contamination éventuelle d’ceufs sains au contact d’ceuf
contaminés.

I1.3. Maintenance de I’élevage

Pour les bacs a souris comme pour les cages, le nettoyage est effectué 3 fois par semaine
(lundi, mercredi et vendredi). Il est important de soigner les escargots a heures fixes et de
fagon réguliére afin qu’ils s’habituent a un rythme d’activité et de nourriture. Le non-respect
de cette régle peut compromettre la réussite de 1’élevage.

Concernant les cages semi-nettoyantes, 1’arrosage automatique est maintenu pendant une
période approximative de 10 minutes par jour. Le complément de nettoyage s’effectue a la
main. On laisse égoutter les cages 15 a 30 minutes, puis on dispose la nourriture dans une
boite de Pétri (@ : 50 mm). La fourniture d’eau dans une deuxiéme boite de Pétri a également
été réalisée en période estivale.

Pour les bacs a souris, le nettoyage se fait manuellement. Du papier absorbant humide est
placé au fond de ces bacs. La nourriture est alors mise dans une boite de Pétri et placée sur le
papier.

En période de reproduction, un pondoir est placé du vendredi au jeudi de la semaine
suivante. Les pontes sont alors récoltées et déposées dans le bac d’incubation. Pendant les
périodes d’incubation et d’éclosion, il est nécessaire de surveiller I’humidité dans les bacs et
de veiller a ce que le papier ne séche pas, auquel cas les ceufs pourraient se déshydrater, ou ne
soit trop humide auquel cas les ceufs éclateraient ou seraient attaqués par la moisissure.
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Les éclosions commencent 12 a 14 jours apres la ponte (planche I3, figure 1). Les jeunes
éclos restent tout d’abord en grappe sur le fond du bac, puis apres quelques jours, ils
commencent a migrer vers le couvercle. Pendant cette période, ils mangent le papier qui sert
de substrat d’incubation. Quelques jours aprés cette migration (6 a 15 jours), les escargots
nouveau-nés sont plus pigmentés et peuvent étre « démarrés » pour la premicre phase
d’élevage ou « nursery ». A ce stade, leur poids moyen est de 25 a 40 mg. La nursery se
déroule dans les bacs a souris (planche 113, figure 2).

A la fin de la phase de nursery, le tri des animaux de poids moyen égal 0,8 — 1,2 g est
effectué afin d’obtenir une population la plus homogéne possible soit pour effectuer des tests
de toxicité sur des escargots gés de 1 mois environ (un 1% tri est en général effectué aprés 3,5
semaines d’élevage ; ensuite, des tris successifs sont faits aprés 4 et 4,5 semaines), soit pour
poursuivre la croissance sans traitement particulier (planche IIs, figures 3 et 4). Ce tri est
nécessaire car la population est relativement hétérogéne en fin de période de nursery. En
moyenne, 15 a 30% des jeunes issus d’une ponte restent « nains » et ne sont pas conserves
pour la suite de I’élevage.

Cette hétérogénéité a été expliquée par un comportement de cannibalisme des individus les
premiers éclos sur les ceufs (oophagie intra-spécifique) (Desbuquois, 1998). Selon I’auteur
70% des nouveau-nés ingérent un ceuf, voir deux, au cours des trois premiers jours. Ce
cannibalisme n’est pas toujours constaté puisqu’il est possible d’obtenir 100% d’éclosion de
jeunes apres 4 semaines.

Planche 11, : Elevage de Helix aspersa aspersa en laboratoire

1 Dispositif de cages semi-autonettoyantes. (échelle = 20 cm)

Dans chaque cage, on place 5 géniteurs, des coupelles avec la nourriture Helixal© peme
age, un pondoir.

A : Axes rotatifs avec buses d’arrosage dans chaque cage ;

G : Gouttiéres de récolte de I’eau de nettoyage amenant 1’eau a une évacuation d’eaux
usées.

2 Détail de deux cages avec escargots matures. (échelle =2 e¢m)

EP : Escargot en ponte ;

EA : Escargots accouplés E

F : Farine Helixal© 2°™ age;

P : Pondoir avec terreau horticole.

3 Détail d’un pondoir avec une ponte (O) déposée en profondeur. (échelle = 1,5 cm)

4 Dispositif d’incubation des ceufs sur papier absorbant humide et élimination de la
terre par lavage a ’eau (O : ceufs). (échelle = 2cm)
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Planche 11,



Partie II - page 87

Planche I1; : Matériel d’élevage d’ Helix aspersa aspersa

1 Portoir en acier inoxydable avec boites a souris (IFA - CREDO) contenant des
pontes en éclosion (O), des jeunes en cours d’éclosion (A) et des jeunes dgés de
quelques jours (B). A ce stade, deux boites renversées ’une sur I’autre
permettent d’augmenter le volume, les jeunes se placent sur le haut de la
cage.(échelle =5 cm)

2 Jeunes Helix aspersa aspersa avec nourriture Helixal© 1°" dge. (échelle =2 cm)

3 et 4 Animaux en grossissement 4gés de 1 mois et avant tri de sélection. Les
individus plus petits (fleche) sont retirés. (échelle = 2 cm)
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Planche I1;
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Chapitre III : Monitoring actif et passif

Le monitoring passif fait appel aux individus récoltés sur le site. Dans ce cas, on ne connait
pas avec certitude I’dge des individus ni les dimensions exactes du territoire qu’ils ont
fréquenté et sur lequel ils ont prélevé leur nourriture.

Le monitoring actif utilise des individus obtenus en ¢levage dans des conditions contrdlées
(Cf chapitre 11.1.) puis transférés sur le site a étudier dans des microcosmes limitant leur
déplacement et leurs sources de nourriture.

Un microcosme est constitué d’une cage sans fond, carrée (0,5 m de coté sur 0,2 m de
haut). Cette cage est faite en PVC blanc et posséde un couvercle amovible composé d’un
grillage en PVC blanc (maille de 5 mm). Ce grillage permet la pénétration dans la cage de la
lumiere, de I’air et de 1’eau, mais ne permet pas aux escargots de s’échapper. La cage est
enfoncée sur le site a étudier sur une profondeur de 5 cm environ. La végétation est conservée
apportant aux escargots la nourriture du site exposé (planche IL4, figures 1 et 2).

Le monitoring passif a été utilisé sur les sites suivants :

- Helix pomatia de référence pour le site de Jouy-aux-Arches (Moselle)

- Bordure d’autoroute (A31/A7) et routes (N7) ainsi que pour les animaux de références
pour les espéces méridionales

- Mine de Léouvé (Alpes Maritimes)

Le monitoring actif a été utilisé sur les sites suivants :

- bordure d’autoroute (A31) sur deux sites (Bouxi¢res-sous-Froidmont et Maizicres en
Moselle)

- site de Jouy-aux-Arches puis a Mallancourt-la-Montagne (Moselle)

- site d’aciérie électrique (Meurthe et Moselle)

Planche II,: Biomonitoring actif (figures 1 et 2) et minéralisation du
matériel biologique pour analyse SAA (figures 3 et 4)

1 Microcosme constitué d’une cage carrée avec grillage a la face supérieure. (échelle = 12,5 cm)

2 Expérience de monitoring actif sur le site de Jouy-aux-Arches avec transfert d’Helix pomatia.
(échelle =5 cm)

Cage ouverte afin de montrer la végétation en place, des morceaux de tuile servant d’abri aux escargots.
4 piquets permettent de tenir la cage en place. Les c6tés de la cage sont, par ailleurs, enfoncés de 5 cm
dans le sol qui est ensuite rabattu sur les flancs et tassé.

3 Degauche a droite :

- Coquille de Helix aspersa aspersa
- Tube contenant la masse viscérale séche d’un individu
- Tube contenant le pied sec d’un individu
- Tube aprés minéralisation a 1’acide nitrique
Notez ’absence de résidus non minéralisés.
- Coquille vide de Helix pomatia non minéralisée

4 Dispositif de contention des tubes pour la minéralisation a I’acide nitrique.

Les vis permettent de serrer la planche supérieure contre les bouchons et éviter la perte de vapeurs.
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Planche 11,
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Chapitre IV : Contamination en laboratoire (planche Ils, figures 1
al)

La contamination en laboratoire a permis d’obtenir de jeunes escargots