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ARGENT RESUME. — Le stockage naturel d’argent a été étudié par méthode biochimique

SULFURE dans 2 espéces de Gastéropodes et par microanalyse dans 9 espéces de Gastéropodes
METALLOPROTEINES et 2 especes de Bivalves, choisies de maniére a constituer un large échantillonnage
CELLULES A PORES sur le plan systématique et écologique. Les animaux analysés ont été recueillis dans
MOLLUSQUES des régions géographiques diverses, présumées indemnes de pollution. Une accumu-

lation d’argent, non imputable & une altération du milieu, a été reconnue dans
plusieurs espéces. Dans les tissus mous, le métal se présente sous au moins deux
formes chimiques. La moins importante, du point de vue quantitatif, est vraisem-
blablement une métalloprotéine, I'autre est du sulfure d’argent, Ag,S. Ce dernier est
inclus dans les lysosomes des « cellules excrétrices du tissu conjonctif » (« pore cells »
des Gastéropodes, « brown cells » des Bivalves). Il coexiste avec le sulfure de cuivre
dans les espéces a hémocyanine et avec le cadmium dans les espéces qui concentrent
cet élément. Le stockage de sulfure d’argent est important dans les espéces marines,
Murex trunculus, M. brandaris, Littorina littorea, Pecten maximus, faible chez les
Gastéropodes terrestres, Pomatias elegans, Cepaea nemoralis, et nul chez les Gasté-
ropodes dulcicoles, Bithynia tentaculata, Valvata cristata, Lymnaea peregra, Planor-
barius corneus. Le Bivalve Crassostrea gigas, qui n’accumule pas d’argent dans les
cellules excrétrices du tissu conjonctif, constitue une exception parmi les formes
marines. La précipitation de sulfure d’argent pourrait représenter le terme du
catabolisme par désulfhydration, d’une Ag-protéine naturelle dont la fonction reste

a découvrir.
SILVER ABSTRACT. — The natural storage of silver was studied by a biochemical method
SULFIDE in two species of gastropods, and by microanalysis in nine species of gastropods and
METALLOPROTEINS two species of bivalves, all chosen with the goal of providing a wide range of samples,
PORE CELLS from both a systematic and an ecological point of view. These animals were collected

MOLLUSCA from presumably unpolluted sites. An accumulation of silver, which was not related
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to any alteration in the environment, was observed to exist in the tissues in at least
two chemical forms : the less abundant form is probably an Ag-protein, whereas the
other is silver sulfide. This sulfide is located in the lysosomes of excretory cells of
connective tissue (pore cells in gastropods, brown cells in bivalves), together with
copper sulfide in the species containing haemocyanin, and cadmium in those
accumulating this metal. The storage of silver sulfide is important in marine species
Murex trunculus, M. Brandaris, Littorina littorea, Pecten maximus, slight in land
gastropods Pomatias elegans, Cepaea nemoralis, undetectable in freshwater gastropods
Bithynia tentaculata, Valvata cristata, Lymnaea peregra, Planorbarius corneus. The
bivalve Crassostrea gigas, which does not store Ag in the brown cells, is an exception
among marine species. The precipitation of silver sulfide could be the last stage in
the catabolic process by desulfhydration of a natural Ag-protein, the identity and
function of which remain to be discovered.

INTRODUCTION

L’argent, qui n’est pas un constituant universel de
la matiére vivante, est le plus souvent considéré
comme toxique. En effet, chez le Rat, il provoque
les mémes réactions de défense que le mercure et le
cadmium, puisqu’il induit la synthése de métallo-
thionéines (Matuk, 1983) et que le sélénium posséde
un pouvoir antagoniste (Alexander et Aaseth, 1981).
Chez les mollusques également, il peut étre com-
plexé par une protéine assez semblable aux métallo-
thionéines de Vertébrés (Marshall et Talbot, 1979)
tandis que chez certains Poissons et Crustacés, il
diminue certaines activités enzymatiques (voir Cala-
brese et al., 1977).

La toxicité de l'ion Ag* a l'égard des larves
d’oursins a été évaluée a 10 fois celle de Hg*,
20 fois celle de Cu’* et 80 fois celle de Zn>* (Soyer,
1963). Elle est également importante pour les larves
de Crustacés (Amiard, 1976), moindre pour celles de
Bivalves ou elle est égale ou méme inférieure a celle
du mercure (Calabrese et al., 1973; Martin et al,
1981). Chez les adultes, les principaux effets physio-
logiques reconnus consistent en un accroissement de
la consommation d’oxygeéne et de I’accumulation de
cuivre. Toutefois, le plus remarquable est peut-étre
que Crepidula fornicata et Mytilus edulis supportent
sans dommage une exposition de deux ans au nitrate
d’argent et que les désordres histopathologiques s’y
limitent & des dépots d’argent sur les fibres con-
jonctives et les basales (Calabrese er al, 1984;
Nelson et al, 1983; Thurberg et al., 1975).

La possibilité qu’ont les Mollusques de stocker
I’argent explique sans doute I’absence d’effets létaux
constates lors d’intoxications a long terme. En effet,
certains d’entre eux contiennent des quantités d’ar-
gent qui, par référence aux autres groupes zoologi-
ques, paraissent singulierement élevées. Ainsi, le
facteur de concentration, par rapport au milieu, y
atteint jusqu’a 1,8-10* en valeur globale et beaucoup
plus encore dans les organes ou I’argent s’accumule
de fagon préférentielle. Des teneurs de 60 et méme
80 ng/g (poids sec) ont été signalées dans la glande
digestive d’animaux aussi éloignés sur le plan systé-

matique et écologique que les Bivalves Ostrea si-
nuata et Chlamys opercularis, le Gastéropode Haliotis
rufescens et le Céphalopode Loligo opalescens (An-
derlini, 1974; Brooks et Rumsby, 1965; Bryan, 1973;
Martin et Flegal, 1975). L'importance de ces accu-
mulations dépend trés probablement de plusieurs
facteurs. L’environnement exerce une influence
(Anderlini, 1974; Bryan et al, 1983; Flegal, 1980;
Folsom et Young, 1965) qui se traduit par des
variations géographiques au sein de la méme espéce
ou par la présence d’un radioisotope. Seuls les tissus
mous, a I'exclusion de la coquille sont impliqués
dans le stockage de cet argent excédentaire (Gra-
ham, 1972; Navrot et al., 1974; Schwimer, 1973).
D’autre part, le fait que des espéces, voisines,
d’origine géographique identique détiennent des
quantités d’argent trés différentes (Bryan, 1973)
suggere l’existence d’une régulation spécifique in-
terne. Cette hypothése pourrait aussi rendre compte
des relations différentes qui s’établissent entre I’ar-
gent et d’autres métaux. Ainsi, sa concentration est
corrélée a celle du cuivre et du zinc chez Crassostrea
virginica (Windom et Smith, 1972) et dans le foie de
Loligo opalescens (Martin et Flegal, 1975). Il n’a pas
de rapport avec le zinc mais semble se comporter
comme le cuivre chez Scrobicularia plana (Bryan et
Hummerstone, 1978; Bryan et Uysal, 1978). Enfin,
il est indépendant de ce dernier chez les Prosobran-
ches Haliotis rufescens, H. tuberculata et Littorina
littorea (Anderlini, 1974; Bryan et al., 1977; Bryan
et al, 1983).

Certaines données de biochimie, en particulier la
faculté de réactiver des enzymes (Rapoport et
Luebering, 1951; Skjeldal et al., 1982) autorisent a
imaginer que I’argent pourrait étre un élément indis-
pensable pour certains animaux. Selon les résultats
de la chimie analytique et de la toxicologie expéri-
mentale, les Mollusques apportent un grand nombre
d’arguments a cette thése. Or, la recherche d’un
éventuel role métabolique de I’argent suppose I'iden-
tification des combinaisons chimiques dans lesquel-
les le métal est engagé et des types cellulaires ol sa
signification physiologique peut étre établie; la seule
localisation actuellement connue concerne des cellu-
les impliquées dans I’absorption (Ballan-Dufrancais
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et al., 1982). Nous avons donc entrepris |’étude du
stockage naturel de I’argent, chez divers Gastéropo-
des et Bivalves, en appliquant conjointement les
méthodes de I'histologie, de la microanalyse et,
lorsque la taille des organes s’y prétait, du frac-
tionnement chimique.

MATERIEL ET METHODES

Les especes étudiées et leur provenance geogra-
phique sont les suivantes :

a) Gastéropodes

— Murex trunculus (L.), Baie de Calvi (Méditer-
ranée)

— Murex (Bolinus) brandaris L., Banyuls-sur-mer
(Méditerranée)

— Littorina littorea (L.), « bigorneau », Roscoff
(Manche) et animaux du commerce

— Valvata cristata Miiller et Lymnaea peregra
(Miiller), « limnée », Léman

— Bithynia tentaculata L., riviere Sadne (Bourgo-
gne)

— Planorbarius corneus (L.), Pomatias elegans
(Miiller) et Cepaea nemoralis (L.), foréts de
Fontainebleau et de Saint-Germain (Ile de
France).

La position systématique de ces especes et leur
habitat sont rappelés dans le tableau V.

b) Bivalves

— Pecten maximus L. « coquille Saint-Jacques »,
Roscoff (Manche) et animaux du commerce.
— Crassostrea  gigas  (Thunberg), « huitre
creuse », Carantec (Manche) et Bourgneuf
(Atlantique). Les Huitres provenaient de parcs,
donc d’un milieu de salinité normale et stable.
La taille de leur coquille était comprise entre
4 et 17 cm, ce qui correspond pour ces der-

niéres 4 un age de 5 ou 6 ans.

Meéthode biochimique

La coquille a été broyée, les tissus mous finement
hachés, homogénéisés a 'ULTRA-TURRAX dans
trois volumes de saccharose 0.5 M, puis centrifugés
a4 3500 g pendant | h a 4°C.

La teneur en Ag du surnageant (nommé Ag de la
fraction soluble — Ag (FS)) a été dosée apres
minéralisation par 0.5ml d’HNO; 14N/ ml de
surnageant pendant 12 heures.

Le culot obtenu aprés centrifugation des tissus
mous a été divisé en deux lots minéralisés selon la

technique décrite précédemment (Bouquegneau et
Martoja, 1982) qui permet de séparer le cuivre
fortement lié (sulfure principalement) du cuivre
faiblement lié.

Le premier lot, destiné au dosage de |’argent total
(Ag (FI)), a subi 24 heures de minéralisation a la
température ambiante par un mélange d’HCI 12N et
HNO: 14N (2 ml/g de tissu). Le second lot, pour le
dosage de l'argent faiblement lié (Ag (FL)), a été
minéralisé pendant 12 heures a 80 °C par HC1 0,1 N
(2 ml/g de tissu). Il faut remarquer que le choix de
HCI 0,1 N, qui convient bien a la détermination des
divers degrés de complexation du cuivre, n’est pas,
dans le cas de I’argent, tout a fait adéquat vu la
faible solubilité de AgCl, dans ces conditions. Les
valeurs trouvées pour l'argent faiblement lié (Ag
(FL)) de la fraction insoluble des tissus mous ris-
quent donc d’étre légérement sous-estimées.

La teneur en Ag a été déterminée par spectropho-
tométrie d’absorption atomique avec flamme (Perkin
Elmer 370 A).

Histologie et microanalyse

La fixation des échantillons pour la microscopie
photonique, ’analyse par émission X (microsonde
CAMECA MS 46) et I’analyse par émission ionique
secondaire (analyseur CAMECA SMI 300) a été
effectuée par le liquide de Carnoy. Les coupes a la
paraffine de 7 um d’épaisseur ont été colorées au
rouge solide-picroindigocarmin pour |’examen topo-
graphique; celles destinées a ’analyse par émission
X et par émission ionique secondaire (Truchet, 1982)
ont été étalées respectivement sur terphane carboné
et sur or poli. Les caracteéres de solubilité des sels
minéraux ou complexes métalliques présumés ont
été déterminés par traitement des coupes a divers
solvants et enzymes protéolytiques (voir chapitre
résultats).

Des fragments de tortillon de Murex brandaris ont
été fixés par le glutaraldéhyde, sans osmification
ultérieure, pour examen ultrastructural et 1’analyse
par émission X sur coupes ultrafines (microsonde
CAMECA CAMEBAX).

Les conditions d’analyse sont précisées dans les
légendes des figures.

RESULTATS

I. Murex (Bolinus) brandaris et Murex trunculus

1. Teneurs en argent

La concentration en argent dans les Murex bran-
daris analysés en janvier, va de 1 a 3 ug/g (poids
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frais) pour I'’ensemble des tissus mous et de 3,5 a
18,5 pour la masse viscérale (Tabl. I). Qu’il s’agisse
de I’animal entier, du céphalopodium ou de la masse
viscérale, elle présente une importante variabilité
individuelle et elle n’est pas liée au poids de I’ani-
mal. Elle n’est pas non plus corrélée avec la teneur
en cuivre, bien que les deux métaux soient surtout
abondants dans la masse viscérale.

M. MARTOJA, J.M. BOUQUEGNEAU, M. TRUCHET et R. MARTOJA

Tabl. II. — Murex trunculus : teneurs en argent total et en
argent fortement lié, exprimées en pug/g (poids frais) dans
la masse viscérale d’animaux autopsiés au mois d’octobre.
Murex trunculus : Toral Ag, strongly bound Ag (ng/g FW)
and percentage of strongly bound Ag in visceral mass of
animals collected in october.

%

Poids de I'animal Ag total Ag fortement lié Ag fortement lié
Tabl. I. — Murex brandaris : teneurs en cuivre et argent, 42 z 2h =
exprimées en ng/g (poids frais), chez des animaux auto- 2 b 2 .
psiés au mois de janvier. ;? iz ;g ;:
Murex brandaris : Cu and Ag concentrations (ug/g FW) in 4:4 2 2 100
animals collected in january. 5.4 16 14 87
7,1 35 34 97
Animal entier Cephalopodium Masse viscérale 7.8 21 21 100
Poids de I'animal 8.9 36 34 94
Ag Cu Ag Cu Ag Cu 9.4 27 26 96
528 1,15 78,28 0,52 5,82 424 43088
7,74 3,09 58,75 0,11 2,33 18,49 35061 " %
11.83 1,29 #84 0 941 435 272,54 2. Degré de complexation
15,96 241 10639 036 11,76 869 396,76
17.02 140 10078 010 1214 400 272,14 Le degré de complexation de l'argent a été
17,35 1087 =961 =0 11,73 354 220,59 recherché chez Murex trunculus. Une trés faible

Les analyses de Murex trunculus effectuées en
octobre et décembre (Tabl. II et III) confirment la
variabilit¢ de teneurs en argent et I’absence de
relation entre celles-ci et le poids du Mollusque. La
variabilité affecte de la méme fagon I’ensemble des
tissus mous ou les organes considérés isolément. Le
seul fait constant est que la glande digestive est
toujours l’organe le plus riche en métal. Le taux
d’argent de la coquille, qui est de I’ordre de 4,7 pg/g,
apparait, au contraire tres stable et indépendant de
celui des tissus mous. Enfin, la comparaison entre
les analyses d’octobre et de décembre montre une
chute de valeurs qui suggére I’existence d’un cycle
annuel.

fraction de l'argent est facilement libérable par
hydrolyse acide modérée, alors que 1’essentiel, voire
la totalité pour certains animaux, n’est extrait que
par attaque a I’eau régale (Tabl. II et III). La plus
grande partie de I’argent de la fraction insoluble est
donc engagée dans une combinaison chimique sous
une forme fortement liée (Tabl. III).

3. Localisation histologique de 1’argent.
Coexistence du métal avec d’autres éléments

Qu’il s’agisse de Murex trunculus ou de M.
brandaris, ’argent n’a été décelé, par microanalyse
X de coupes a la paraffine, que dans les cellules a
pores. Des arguments développés plus loin, joints au
fait que le métal de la masse viscérale est fortement
lié et que la plupart des cellules a pores sont situées
dans ce complexe anatomique, prouvent que I’argent

Tabl. I1I. — Murex trunculus : répartition de I'argent entre les différents complexes anatomiques de 7 animaux autopsiés
en décembre (teneurs exprimées en ug/g, poids sec). Ag (FS) : teneur en Ag de la fraction soluble; Ag (FI) : teneur en
Ag de la partie insoluble; % Ag FL : % d’Ag fortement lié de la fraction insoluble.

Murex trunculus : Ag concentrations (ug/g FW) in different « organs » of seven animals collected in december. Ag (FS) : Ag
concentrations in the soluble fraction; Ag (FI) : Ag concentrations in the insoluble fraction; % Ag FL : percentage of strongly

bound Ag in the insoluble fraction.

Organes Ag Ag T%Ag  Ag Ag %Ag  Ag Ag %Ag  Ag Ag %Ag Ag Ag T%Ag Ag Ag % Ag Ag Ag ToAg
(FS) -(El)i .FL (FS) (FI). FL (FS): (FI)" EL (FS) (FI) FL (FS) (FI) FL (FS) (FI) FL (FS) (FI) FL
Glande digestive 0,07 4,60 98 040 3.19 91 |0,78 525 93 |0,00 751 95 |0.82 5,57 98 10,29 1281 100 1,06 23,54 99
Rein 0,03 0,20 25 0,00 033 88 |0.00 0.17 100 0,16 084 g5 0,00 098 100 0,00 1,37 100
Complexe palléal 0,00 0,00 0,00 0,00 0,16 0,01 100 |0,11 1,28 89 |0,04 229 89 1000 0,00 000 060 97
Cephalopodium 0,02 0,16 44 0,00 0,00 0,06 0,09 22 |006 035 100 |0.08 0,13 54 |0,00 040 100 013 0,53 96
Tissus mous 1,00 1,10 0,47 2,21 1,86 2,39 561
Cogquille 4,30 5,15 4,77 4.98 4,56 4,56 4,60
Sexe i 3 4 4 L) ? ?
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ainsi mis en évidence correspond a la fraction
fortement lice.

Dans ces cellules, I’argent coexiste avec le com-
posé minéral majeur qui est le sulfure de cuivre
(Martoja et al., 1980). Les signaux argent, en spec-
trographie des rayons X ou en analyse ionique, sont
toujours beaucoup plus faibles que ceux du cuivre
(Fig. 1). Il existe méme, pour la premiére méthode,
des cellules o I’argent est indécelable alors que le
cuivre I’est toujours. Ce sont également les cellules
a pores qui accumulent une partie du cadmium
naturel (Martoja et al., 1984).

4. Forme chimique de 1’argent des cellules a pores

L’éventualité d’'une complexation de I'argent par
un pigment, mélanine ou ommochrome (Martoja et
Truchet, 1983), est exclue, comme le prouve la
persistance du métal aprés traitement acide des
coupes. L’insensibilité du composé d’argent aux
enzymes protéolytiques écarte aussi I’hypothése d’un
complexe métalloprotéique. Le composé est insolu-
ble dans I’eau et dans 'ammoniaque. Aprés extrac-
tion du sulfure de cuivre par cette base, il persiste
dans certaines cellules a pores des granules de
couleur grise dans lesquels la microsonde électroni-
que détecte des signaux argent aussi intenses que sur
les coupes non traitées. Ces signaux argent sont
accompagnés de signaux soufre supérieurs a ceux du
soufre organique des cellules sans granules. Sur les

coupes prealablement privées de leur sulfure de
cuivre par I'ammoniaque, le soufre et I’argent sont
extraits conjointement par le cyanure de potassium,
I’acide nitrique et I’acide sulfurique concentré. Aprés
ces extractions, les granules de couleur grise dispa-
raissent. On peut donc conclure a I'existence de
sulfure d’argent, Ag.S. Des tests similaires appliqués
aux granules des cellules homologues de Pecten
maximus (voir ci-dessous) confirment cette interpré-
tation.

5. Localisation intracellulaire de 1’argent

La recherche de I’argent, par microanalyse X des
coupes ultrafines, montre que le métal est concentré
dans les lysosomes des cellules 4 pores. Le contenu
de ces lysosomes présente un aspect trés variable,
allant du semis de fins granules moyennement
opaques aux électrons jusqu’aux volumineux amas
d’opacité maximum et d’apparence amorphe
(Fig. 2). Le cuivre, ’argent et le soufre qui leur est
associé, sont situés dans les mémes organites.
Comme le suggérait I’analyse de coupes a la paraf-
fine, I’argent n’est pas décelable dans tous les
lysosomes. D’autre part, il est situé aussi bien dans
les plages d’opacité moyenne que dans celles
d’opacité maximum qui ne sont donc que des amas
de concentration locale plus élevée.

Les intensités des signaux X de l'argent et du
cuivre, mesurées sur un ensemble de lysosomes, ne

font apparaitre aucune corrélation Ag/Cu
(Tabl. 1V).
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Fig. 1. — Spectre en basse résolution en masse (m/Am = 300) d’une cellule 4 pores de

Murex, montrant la coexistence de Cu et Ag naturels. Conditions opératoires : bombarde-
ment, O;, 7,5 pA; diaphragme de lentille a émission, 200 um; diaphragme de champ, 600 pm.
En abscisses, masses; en ordonnées, intensités en ampeéres.

Low mass resolution spectrum (m/Am = 300) of a pore cell of Murex, showing the coexistence
of natural Cu and Ag. Analytical conditions : primary ion beam, O 3, 7,5 uA; diaphragm of the
emission lens, 200 um; field diaphragme, 600u.m. X-axis, masses; Y-axis, intensities of the

secondary ions in amperes.
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Tabl. 1IV. — Murex brandaris : détection du cuivre, de
I'argent et du soufre, par microanalyse X de coupes
ultrafines, dans onze lysosomes de cellules a pores (valeurs
exprimées en nombre de coups enregistrés pendant 10
secondes). Cristaux des spectrométres : LiF pour Cu,
P.E.T. pour Ag et S.

Murex brandaris : Intensities (in counts/10 s) of the charac-
teric peaks for Cu, Ag and S in eleven lysosomes of pore cells
(wavelength analysis on ultrathin sections). Crystals : LiF for
Cu, P.ET. for Ag and S.

Aspect des plages analysées Cu Ag S

fins granules peu opaques 3454 = 118 47 = 19 1253 ¢ 72
» » 6909 = 167 24 : 15 2629 = 103
» » 19 20179 73 =22 2882 = 108
» » 91130+ 192, -55. + 19 2699 + 105
» » 12407 + 224 S8 1 21 4741 - 139

grains opaques parmi de

fins granules peu opaques 5603 + 150 48 : 18 1518 = 79

amas de grains opaques 6407 + 161 0 1495 2 -79
» » 8261 + 183 75 =+ 21 2047 = 92
» » 10917 + 210 0 2862 = 108
» » 19558 "+ 280~ 72 ¢« 12 5022 + 143
» » 23137 + 305 0 6336 = 161

Il. Autres Gastéropodes

L’argent n’est décelable, par microanalyse X de
coupes a la paraffine, que chez le Prosobranche
marin, Littorina littorea. Comme chez les Murex, il
est localisé dans les cellules a pores (Martoja et al.,
1980) et le signal Ag n’apparait que pour les cellules
les plus riches en cuivre. Il est également accompa-
gné de cadmium.

Le Prosobranche Pomatias elegans et le Pulmoné
Cepaea nemoralis possédent eux aussi des cellules a
pores a haute teneur en sulfure de cuivre. Dans ces
espéces terrestres, I’argent n’est pas décelable par
microsonde électronique; seule l’analyse par émis-
sion ionique secondaire permet d’observer de tres
faibles signaux Ag® (masses 107 et 109) dans les
plages contenant des cellules a pores. Des images de
localisation précise du métal n’ont pu étre obtenues
chez Cepaea. Chez Pomatias, en revanche, I’émission
ionique d’argent est concentrée dans les cellules qui
émettent également les ions Cu et Cd (Fig. 3) mais
le taux d’argent y est vraisemblablement trés faible.

Dans les especes dulcicoles, Bithynia tentaculata,
Valvata cristata (Prosobranches) et Lymnaea peregra
(Pulmoné), les signaux X du cuivre sont faibles ou
nuls. L’argent n’y est décelable ni par spectrographie
des rayons X, ni par émission ionique secondaire.

Enfin, aucune trace d’argent n’a été détectée chez
le Pulmoné « a sang rouge », Planorbarius corneus
dont les cellules & pores accumulent non du sulfure
de cuivre mais de la ferritine (Martoja et al., 1982).

Les résultats relatifs aux Gastéropodes sont résu-
més dans le tableau V. Celui-ci appelle une remar-

que concernant le pigment respiratoire des Lym-
naeidés : un tel pigment ferait défaut selon Ghiretti
et Ghiretti-Magaldi (1975) mais de I’hémocyanine a
été décrite sur coupes ultrafines par Sminia (1972).

111. Bivalves

Les cellules brunes des Bivalves (brown cells,
serous cells) dont l'origine, les caractéres et les
fonctions présumées ont été revus en détail par
Cheng (1981) entrent dans la catégorie des « cellules
a carminate », comme les cellules a pores des
Gastéropodes. L'identité de leur aspect ultrastructu-
ral renforce I'idée d’une homologie fonctionnelle.
C’est donc dans ces cellules que nous avons re-
cherché la présence éventuelle d’argent.

1. Pecten maximus

Nous avons examiné les « cellules brunes » dans
les glandes péricardiques auriculaires ou elles pren-
nent naissance et entre les diverticules digestifs.
L’examen ultrastructural des premiéres confirme un
état de différenciation peu avancé : les plages a
pores caractéristiques y sont déja présentes mais le
hyaloplasme est dépourvu de lysosomes (Ballan-
Dufrancgais et Jeantet, communication personnelle).
L’analyse des cellules de la région auriculaire ne
révéle aucune accumulation significative de metaux,
alors que les signaux émis par les cellules situées
entre les diverticules digestifs sont a la fois nom-
breux et intenses. Cette constatation rejoint d’ail-
leurs les données globales puisque, chez Pecten
maximus, le tube digestif et la glande digestive sont
les organes les plus riches en argent (Segar et al.,
1971). La composition élémentaire déterminée a la
microsonde électronique sur coupes a la paraffine
est indiquée par les valeurs suivantes (valeurs
maximales exprimées en coups/secondes) :

S 200 Cu 15
Cl 70 Mo 6
Ca 80 Ag 240
Fe 180 Cd )

La concentration d’argent, et également de cad-
mium, rapproche les cellules brunes de Pecten
maximus des cellules a pores de la plupart des
Gastéropodes que nous avons étudiés. L’homologie
chimique est encore plus nette si ’on considére que
I’argent y est immobilisé sous forme de sulfure. En
effet, aprés extraction des sels de calcium et de fer
par le citrate d’ammonium, les granules des cellules
persistent et les signaux X obtenus en microsonde
électronique, demeurent inchangés. Le rapport si-
gnal X de S/signal X de Ag est en moyenne de 0,822
+ 0,025 alors qu’il est de 0,787 + 0,045 sur une
poudre de Ag,S incluse en résine, coupée et analysée
dans les mémes conditions. Comme pour les deux
especes de Murex, le cyanure de potassium, I’acide
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nitrique et ’acide sulfurique concentré extraient le
sel d’argent. En revanche, I’accumulation de fer,
vraisemblablement sous forme de phosphate et
I’absence de stockage de sulfure de cuivre opposent
Pecten maximus a ces Gastéropodes.

2. Crassostrea gigas

On admet que les glandes péricardiques de
Crassostrea sont représentées par des cellules situées
sur la face externe de l'oreillette (Galtsoff, 1964).
Toutefois, les cellules ainsi localisées renferment
déja des inclusions naturellement colorées et leur
composition chimique est la méme que celle des
cellules brunes dispersées entre les diverticules
digestifs ou autour de la gonade. Dans tous les cas,
I’élément le plus abondant et le plus caractéristique
est le fer trivalent révélable par cytochimie. La
composition élémentaire, déterminée dans les mé-
mes conditions que précédemment est indiquée par
les valeurs suivantes (valeurs maximales exprimées
en coups/seconde) :

P 350 Fe 800
S 110 Cuo- .50
Cli: 30 Zn 15
Ca 30

Le phosphate de fer est certainement le consti-
tuant majeur des inclusions de ces cellules et 'inten-
sit¢ des signaux cuivre est trés faible. Quant a
I’argent, il n’est décelable ni par sonde électronique,
ni par émission ionique secondaire. Sur ce point,
Crassostrea gigas différe donc de toutes les autres
espéces marines que nous avons étudiées. Les seules
cellules contenant de I'argent naturel et du cadmium
lors de contaminations (Martoja et Martin, 1985),
sont les amoebocytes situés sous la paroi du tube
digestif (Fig. 4).

DISCUSSION

Dans les espéces qui accumulent le plus d’argent,
la présence du métal est constante et ne peut étre la
conséquence d’une pollution. Le taux d’argent, pour
I’ensemble des tissus mous, y est d’ailleurs inférieur
a celui qui, selon Bryan er al. (1983), signale une
contamination. D’autre part, les Murex, les Littori-
nes et les Coquilles St Jacques provenaient de
régions géographiques différentes et considérées
comme non polluées. En outre, quelques échantil-
lons de Littorines et de Coquilles St Jacques étaient
destinés a la consommation et ’on peut penser que
la qualité de leur milieu d’origine avait été controlée.

Les résultats quantitatifs obtenus chez les Murex
sont comparables aux données bibliographiques.
Ainsi, chez M. brandaris ou la teneur globale
moyenne en argent est de 1,7 ug/g, le facteur de

concentration, calculé sur la base 0,0001 ug/g dans
I’eau de mer (Riley et Chester, 1971) est de 1,7.10%
Ce chiffre élevé est a rapprocher des 1,8.10* énoncés
pour Ostrea sinuata en Nouvelle Zélande (Brooks et
Rumsby, 1965) et des 1,2.10° énoncés pour Chlamys
opercularis en Grande Bretagne (Bryan, 1973). Si I'on
considére la seule masse viscérale, la valeur
moyenne de 27 ug/g obtenue en octobre pour M.
trunculus est trés proche des 30 pug/g trouvés chez un
autre Prosobranche Néogastropode, Busycon canali-
culatum (River et Greig, cités d’aprés Nelson et al.,
1983). De la méme fagon, le taux moyen de 4,7 ug/g
dans la coquille de M. trunculus est tout a fait
analogue a ceux de Patella vulgata aux environs de
Tel-Aviv ou d’Olivella biplicata en Californie et sa
stabilité, comparée a la variabilité individuelle des
tissus mous, apparait également dans les résultats de
plusieurs auteurs (Bertine et Goldberg, 1972; Gra-
ham, 1972; Navrot et al., 1974; Schwimer, 1973).
Quant a I’hypotheése d’un cycle annuel, suggérée par
la chute des valeurs qui se produit entre octobre et
décembre dans les tissus mous, elle rejoint les
observations relatives aux variations saisonniéres
d’autres éléments-traces (Bryan, 1973). Enfin, par
I’absence de corrélation entre les quantités d’argent
et de cuivre accumulées, les Murex se comportent
comme les autres Prosobranches, Haliotis rufescens,
H. tuberculata et Littorina littorea (Anderlini, 1974;
Bryan et al., 1977; Bryan et al., 1983) mais s’oppo-
sent aux Céphalopodes (Martin et Flegal, 1975) et
sans doute aux Bivalves (Bryan et Hummerstone,
1978; Bryan et Uysal, 1978).

L’argent a été décelé par microanalyse dans toutes
les espéces marines a l'exception de Crassostrea
vulgata. Ce résultat négatif est d’autant plus inat-
tendu que la capacité de cette espece a accumuler
I’argent est connue (Greig et al, 1975; Windom et
Smith, 1972) et que nous avons pu y localiser le
cuivre sans difficulté, alors qu’il s’y trouve en trés
faible quantité (Pirie er al., 1984). Dans le genre
voisin Ostrea, la teneur en argent, qui peut étre
¢galement tres forte, surtout dans le ceeur, s’accroit
encore sous l'effet d’'une intoxication expérimentale
par le cadmium (Brooks et Rumsby, 1965, 1967). Or,
la haute teneur en zinc et I’élévation de la teneur en
cadmium des cceurs analysés laissent penser que ces
derniers renfermaient une importante population
d’amcaebocytes, cellules qui, a I'inverse des cellules
a pores, sont trés riches en zinc (George et al., 1978),
contiennent de I'argent naturel et accumulent le
cadmium excédentaire.

Il est donc trés probable que, dans ce cas, I'argent
mis en évidence par méthode chimique ne corres-
pond pas au sulfure d’argent contenu dans les
cellules a pores des autres espeéces. L’argent a été
décelé également chez les deux Gastéropodes terres-
tres mais, a la différence des espéces marines, il n’y
forme pas d’accumulations accessibles a la microa-
nalyse X. Enfin, il est resté indécelable dans les
especes dulcicoles, alors que I’eau douce en est trois
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fois plus riche que I’'eau de mer (Chester et Riley,
1971). 11 en ressort qu’il n’y a pas de relation directe
entre la teneur en argent du milieu et I’'accumulation
naturelle opérée par I’animal. Il est, en outre, remar-
quable que le fait d’accumuler ou non I'argent ne
soit pas superposable a la position systématique du
Gastéropode, mais a son habitat (Tabl. V). Ce ré-
sultat pourrait étre un exemple supplémentaire des
convergences physiologiques existant entre les diver-
ses familles de Mollusques « non-marins » (voir
Russell Hunter, 1964).

Les sites histologiques de capture de I’argent,
chez des animaux contaminés expérimentalement,
sont différents de ceux que nous avons mis en
évidence. Chez les Vertébrés et chez les Mollusques
Crepidula et Mytilus, ce sont en effet les lames
basales des épithéliums qui captent I’argent (Cala-
brese et al., 1984; Nelson et al., 1983), comme elles
captent le cuivre en cas de pollution chez Littorina
littorea (Martoja et al., 1980). Les coordinats de
I’argent sont également différents puisqu’il s’agit du
sélénium chez les Mammiféres (Alexander et Aaseth,
1981) et d’'un ommochrome chez les Insectes (Mar-
toja et Truchet, 1983) alors que I’argent naturel des
Mollusques est lié au coordinat S°~. La parution
récente d’un article de Mason, Simkiss et Ryan
(1984) nous impose de nous expliquer & nouveau sur
le probléme des sulfures. En effet, selon Mason er
al. (op. cité, p. 717), I’existence du sulfure de cuivre
dans les cellules a pores de Littorina littorea est
improbable. Cependant, notre interprétation ne
saurait étre remise en cause sur la base de leurs
arguments. En effet, 'osmiophilie des lysosomes est
imputable aux protéines en cours de dégradation qui
sont d’abord trés abondantes et qui régressent peu
a peu au profit du sel de cuivre (Martoja er al,, p. 258

et fig. SA a D; Martoja et Thiriot-Quievreux, 1980,
pl. II). Quant a la destruction rapide du ligand du
cuivre par un plasma d’oxygéne, elle est conforme
a ce que l'on sait du pouvoir oxydant de 'oxygéne,
méme atmosphérique, sur les sulfures de cuivre
artificiels, et sur la covelline naturelle,
CuiCui* (S8:):S;. A ces deux arguments qui con-
duisent Mason et al. @ imaginer un ligand organique
du cuivre, nous opposons comme preuves : 1. les
caractéres de solubilité du sel de cuivre; 2. la raie
Raman caractéristique (Martoja et al., 1980); 3. la
solidité de la liaison cuivre-soufre qui n’est rompue
qu'en milieu acide fort (Bouquegneau et Martoja,
1982). En outre, le rapport

signal X de S
signal X de Cu

calculé d’aprés les données du Tableau IV (présent
travail), comparé au méme rapport calculé a partir
de coupes ultrafines d’un standard de sulfure de
cuivre, soit 0,23 £ 0,08, montre que ce rapport S/Cu
est : 1. plus élevé (0,30 a 0,38) pour les lysosomes
peu opaques aux électrons, trés riches en protéines;
2. identique ou a peine supérieur (0,23 a 0,27) pour
les grains opaques aux ¢lectrons que nous interpré-
tons comme des précipités de sulfure de cuivre
associé ou non a du sulfure d’argent. Nous considé-
rons que dans le premier cas, les signaux X corres-
pondent au soufre total, méthionine et cystéine, des
protéines non encore dégradées, alors que dans le
second, ils concernent le ligand S*~ provenant de la
désulfhydration de la seule cystéine. La présence de
sulfure d’argent et d’'une petite quantité de protéines
qui, enrobant les précipités de sulfure interfére dans
I’analyse, explique que le rapport S/Cu soit légere-
ment supérieur a celui du standard. Rappelons enfin

Tabl. V. — Détection du cuivre et de I'argent, par microanalyse X et analyse ionique, a
I’échelle structurale, dans les cellules a pores de divers Gastéropodes (les chiffres indiquent
les valeurs moyennes exprimées en nombre de coups par seconde).

Detection of Cu and Ag, with electron microprobe and secondary in mass spectrometer, in the
pore cells of several gastropod species (paraffin sections; for electron microprobe analysis, mean
intensities of the characteristic peaks are indicated in counts/s).

2
38
Espéce E§ Position systématique Habitat | Microanalyse X | Analyse ionique .
%
& Cu Ag Ag
Murex  trunculus Néogastropodes | marin 1200 30 +
Murex brandaris
Lirtorina lirtorea e marin 500 10 *
Bithynia tentaculata |  § dulcicole | 40 0 0
g Prosobranches [ Mésogastropodes
Valvata cristata £ dulcicole 30 0 0
=
Pomatias elegans terrestre 300 0 +
Cepaea nemoralis Stylommatophores | terrestre 500 0 +
Lymnaea peregra - dulcicole 40 0 0
- Pulmonés Basommatophores
Planorbarius corneus Eg dulcicole | O(Fe) 0 0
23
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Fig. 2. — Coupes ultrafines de cellules & pores de Murex. A, coupe de pice fixée au glutaraldéhyde, contrastée par
I'uranyle. Noter I'abondance des lysosomes qui occupent presque tout le champ. B, coupe de piéce fixée au glutaraldéhyde
et non contrastée. Noter I'opacité naturelle aux électrons du contenu des lysosomes. C, détail du contenu d’un lysosome
(méme technique qu’en B), montrant les précipités opaques de sulfures de Cu et Ag.

Ultrathin sections in pore cells of Murex. A, section of a cell fixed with glutaraldehyd and stained with uranyl, showing the
numerous lysosomes. B, section of a cell fixed with glutaraldehyd and unstained, showing the electron opaque content of the
lysosomes. C, magnification of a lysosome (technical conditions as in B) showing the electron granules of Cu and Ag sulfides.
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Fig. 3. — Coupes de masse viscérale de Pomatias. Images d’émission ionique aux masses 40" (Ca), 637 (Cu), 109" (Ag)
et 114" (Cd). Noter la trés forte émissivité des ions Ca et Cu des cellules a sulfure de cuivre, la plus faible émissivité des
ions Ag et Cd des mémes cellules. M, manteau; P, paroi intestinale. La fléche sur I'image Cu indique 'une des cellules

a sulfures.

Histological sections in the visceral mass of Pomatias. Distribution of * Ca, * Cu, '” Ag and """ Cd obtained with the ion analyser.
M, mantle; P, intestinal wall. The arrow indicates one of the cells containing sulfides.

que la désulfhydration des protéines est une voie
catabolique bien connue depuis les bactéries jus-
qu’aux Vertébrés et que I’hémocyanine contient plus
de résidus cystéine qu’il n’est nécessaire pour libérer

la quantité voulue de ligand S*".

Le sulfure d’argent précipite dans des cellules
dont le role est d’épurer le sang par pinocytose de
protéines et que 1'on peut regrouper sous le nom de
« cellules excrétrices du tissu conjonctif » selon la
terminologie de Cuénot (1899). La localisation du
sulfure indique donc que le métal circule dans le
milieu intérieur sous forme d’'un complexe métallo-
protéique, interprétation conforme aux données
classiques sur I'affinité de ’argent pour les protéi-
nes. Il est probable que la métalloprotéine corres-
pond a I'argent de la fraction soluble et a celui qui

est faiblement lié dans la fraction insoluble des
tissus de Murex trunculus. Cependant, en raison de
sa faible teneur, il ne nous a pas été possible de
détecter ce métal dans des fractions chromatogra-
phiques obtenues aprés fitration sur gel de la frac-
tion soluble.

Chez les Gastéropodes marins, Murex et Littori-
nes, le catabolisme de la métalloprotéine a argent et
celui de I'hémocyanine doivent étre identiques, si
I'on en juge par la similitude chimique des deux
produits de dégradation qui supposent une désulf-
hydration enzymatique des protéines avec produc-
tion de H,S. Cependant, bien que I’hémocyanine
posséde des sites non spécifiques de liaison avec
divers métaux (Brouwer ef al, 1982), il est peu
probable que I’argent soit transporté par le pigment
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Fig. 4. — Spectre en basse résolution en masse (m/Am = 300) d’'un amecbocyte d’Huitre

contaminée par CdCl, montrant la coexistence de Ag naturel et de Cd exogéne. Mémes

conditions opératoires que Fig. 1.

Low mass resolution spectrum (m/Am = 300) of an amcaebocyte in an oyster contaminated with
CdCl,, showing the coexistence of natural Ag and added Cd, Analytical conditions as in figure 1.

lui-méme. La précipitation de sulfure d’argent chez
Pecten maximus, dépourvu d’hémocyanine et de
sulfure de cuivre, et inversement, la précipitation de
sulfure de cuivre en I’absence de sulfure d’argent
dans les espéces dulcicoles, sont particuliérement
démonstratives a cet égard.

Les différences entre espéces marines et terrestres
que nous avons mises en évidence ne concernent que
le stockage de sulfure d’argent, c’est-a-dire I'excreé-
tion de la forme présumée métabolique du métal.
Les trés faibles signaux argent observés en analyse
ionique, dans les espéces terrestres, ne peuvent étre
rapportés a une accumulation de sulfure mais ils
indiquent que le métal est présent dans I'organisme.
Les espéces différeraient ainsi, non par le rdle de
I’argent mais par le catabolisme des molécules qui
le contiennent ou par le mode d’excrétion de cel-
les-ci. Dans la premiére éventualité, on pourrait
envisager que, chez les Gastéropodes terrestres qui
ne fossilisent pas 'argent, I’hydrogeéne sulfuré pro-
venant de la dégradation des protéines est, comme
chez les Vertébrés, oxydé ou réutilisé pour la syn-
theése de la cystéine; I'argent n’aurait donc pas son
ligand habituel. Le fait qu’ils accumulent du sulfure
de cuivre en I'absence de sulfure d’argent montre
que cette hypothése ne peut étre retenue. L’excrétion
de I’argent par des voies différentes nous parait donc
la seule hypothése qui puisse actuellement étre
retenue.

I1 parait douteux que I’argent représente, pour les
Mollusques, un métal non essentiel prélevé en méme
temps que ceux qui le sont, puis stocké avec les
déchets du métabolisme. Dans I’eau, sa concentra-
tion est inférieure a celle des éléments indispensa-
bles les plus pauvrement représentés, Se, Co, Cr, de
sorte que les animaux doivent en effectuer un
pompage actif. Comme pour le cadmium, présent
lui-aussi & I’état d’ultra-trace et que ces animaux
accumulent (Bouquegneau et al., 1983; Martoja et
al., 1984), la question d’'un role meétabolique de
I’argent doit étre posée. A cet égard et ainsi que le
suggéraient Brooks et Rumsby (1965), son aptitude
a reéactiver des enzymes que nous avons déja
mentionnée, mérite de retenir I’attention.

Les échantillons ont été préparés par H. Moysan. La microsco-
pie électronique a été réalisée au Service commun de I'Université
Pierre et Marie Curie, la microanalyse au Service commun de
Microanalyse appliquée a la Biologie, C.N.R.SS. et S.C.27
LN.S.E.R.M.
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