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Étude expérimentale de la bio-accumulation des lanthanides chez la moule Mytilus galloprovincialis
(Lamarck) du littoral méditerranéen marocain

La microscopie ionique et la microanalyse X ont été utilisées pour détecter in situ, sur coupes histologiques, les
éléments bio-accumulés dans la moule Mytilus galloprovincialis, contaminée expérimentalement in vitro par le
cérium, le thulium et le lanthane. Les éléments absorbés, sous forme soluble à l’état de traces dans les organites
cibles (les lysosomes), sont concentrés sous forme de précipités de phosphate insolubles dans les cellules
épithéliales des branchies, des glandes digestives et des palpes labiaux.
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Experimental study bio-accumulation of rare earth by Mytilus galloprovincialis (Lamarck) from the
Moroccan mediterranean coast

Ion microscopy and X-ray spectrometry were used to detect and vizualise an intracellular elements bio-
accumulation within mussels Mytilus galloprovincialis intoxicated by lanthnum, cerium and thulium. The
target organelles was shown to be the lysosomes where most of the elements, uptaken under a soluble form, at
trace level, are then concentrated under the form of an unsoluble phosphate in digestive epithelia, digestive
gland, gill and labial palp.
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INTRODUCTION

Les lanthanides ou terres rares sont constitués de
15 métaux de numéro atomique 57 à 71. Ils se
trouvent, en dehors de toute pollution, à l’état de
traces dans le milieu marin (Brewer, 1975 ; De
Baar et al., 1983). Ils sont toujours chimio- et (ou)
radiotoxiques et n’ont pas de rôle physiologique
connu. Ils peuvent former avec certains ligands de
l’eau de mer des complexes facilement adsorbés
sur les particules (Klinkhammer et al., 1983 ;
Mauchline & Templton, 1963).

La capacité de bio-accumulation des terres rares
par les organismes marins a été signalée depuis
longtemps par plusieurs auteurs (Kameda, 1962),
mais leur métabolisme était inconnu. L’étude du
métabolisme des terres rares a donc été menée
chez la moule (Mytilus galloprovincialis), espèce à
vaste répartition géographique et bon indicateur
de la pollution métallique (Augier, 1987).

L’objectif de ce travail est de déterminer les
mécanismes cellulaires mis en jeu dans le
processus de concentration des lanthanides.

MATÉRIEL & MÉTHODES

Des moules, pêchées dans le littoral
méditerranéen de Saïdia, d’une longueur de 4 cm
ont été stabulées en aquarium pendant une
semaine pour éliminer les organismes trop fragiles
ou endommagés par le changement de milieu. Les
animaux ont été nourris tous les deux jours avec du
phytoplancton et maintenus à 15°C. Elles ont
ensuite été réparties en trois lots, à raison de 10
individus par bac, et exposées, pendant 10 jours,
au nitrate de lanthane La(NO3)3 ou au chlorure de
cérium CeCl3 ou au chlorure de thulium à 50 ppm
chacun. Les moules ne reçoivent pas de
supplément de nourriture. Elles sont observées
tous les jours à la même heure pendant toute la
durée de l’expérimentation.

Au dixième jour, les moules sont récupérées et
autopsiées. Les organes : branchies; glande
digestive et palpe labial sont prélevés. Lors de
cette expérimentation, la validité des résultats est
contrôlée par rapport à des témoins.

Les échantillons de tissu prélevé ont été fixés
pendant 2 h 45 mn dans une solution de
glutaraldéhyde à 5% dans un tampon cacodylate
de sodium à 0,1 M. Le glutaraldéhyde a pour
principale fonction de former des ponts méthylène

(-CH2-) entre les chaînes polypeptidiques. Les
échantillons sont alors déshydratés dans des bains
d’alcool éthylique de degré croissant, puis d’oxyde
de propylène et inclus dans une résine époxy. Ils
sont individuellement disposés dans les logettes
d’un moule plat en silicone puis polymérisés à 60°C
pendant 48 h.

L’étude ultrastructurale et l’analyse aux rayons X
ont été faites sur coupes ultrafines. Pour l’analyse
ionique, des coupes semi-fines ont été déposées sur
des lames d’or (Galle, 1964).‘

Les analyses des tissus des moules contaminées
sont effectuées au laboratoire de microanalyse à
l’aide de deux méthodes de microscopie analytique.
Dans la microanalyse X (sonde de Castaing), une
très fine sonde électronique est dirigée sur une
zone d’intérêt de la coupe, un lysosome par
exemple.

Sous l’influence du bombardement électronique,
les éléments chimiques présents dans les
lysosomes émettent un spectre de rayons X
comportant, entre autres, des rais d’émission des
éléments présents dans la cible. La mesure des
longueurs d’onde de ces rais, effectuée à l’aide d’un
spectromètre aux rayons X, permet de caractériser
sans ambiguïté la nature chimique élémentaire
des atomes présents sous la sonde ainsi que leur
concentration.

La méthode de microanalyse par émission ionique
secondaire (microscopie ionique analytique) a été
proposée par Castaing & Slodzian (1962). Son
application dans le domaine de l’imagerie et de la
recherche biomédicale a eu, ces dernières
décennies, un impact considérable (Galle 1970,
1982, 1985 ; Spurr, 1980 ; Galle et al., 1983 ; Chafi,
1995).

Le principe de cette méthode est le suivant : les
atomes de la surface de la coupe histologique sont
pulvérisés sous forme ionique (ions secondaires)
grâce à un bombardement d’ions primaires. Ces
ions secondaires, caractéristiques d’une région
donnée de l’échantillon, sont focalisés en un
faisceau à l’aide d’un miroir électrostatique. Ce
faisceau transporte l’image de toutes les variétés
d’ions émis par la surface bombardée de
l’échantillon (environ 300 µm).

Ultérieurement, un spectromètre de masse sépare
ce faisceau en autant de faisceaux secondaires qu’il
y a, dans le faisceau initial, d’ions de charge
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spécifique donnée. Chacun de ces faisceaux
transporte ainsi l’image d’une seule variété d’ions.
Il est donc possible, en faisant varier le champ
magnétique du spectromètre de masse, de
sélectionner le faisceau transportant l’image de la
variété d’ion dont on désire obtenir l’image de
distribution.

RÉSULTATS

Les micrographies présentées comportent
toujours, pour une coupe histologique donnée,
l’image ionique du calcium ou celle du sodium qui
montre la topographie du tissu et l’image ionique
de l’élément recherché.

Outre les éléments constitutifs de tous les tissus
comme C, Na, P, K et Ca et ceux qui sont présents
chez tous les animaux aquatiques comme Sr et Ba,
les éléments suivants ont été détectés : 139La 140Ce
et 169Tm.

Le cérium est détecté au niveau des filaments
branchiaux associé à du phosphore  sous forme de
petits grains  (Photos 1 & 2).

Il est localisé dans l’épithélium. On détecte aussi le
cérium associé à du phosphore dans les lysosomes
de l’épithélium des diverticules de la glande
digestive (Photo 3).

Le thulium est mis en évidence au niveau des
filaments branchiaux. On le détecte également au
niveau de l’épithélium des diverticules digestifs.
Le Lanthane est détecté au niveau des filaments
branchiaux. Il est localisé dans l’épithélium
(Photo 1).

On le détecte aussi au niveau des diverticules de la
glande digestive (Photo 2) et au niveau de
l’épithélium du palpe labial.

En microscopie ionique, le résultat de l’analyse des
organes étudiés des moules témoins a été négatif et
aucune émission des lanthanides n’a été observée.
La microanalyse X n’a pas détecté de lanthanides
dans les différentes structures cellulaires et
notamment dans les lysosomes.

DISCUSSION

Les deux méthodes micro-analytiques utilisées,
présentent chacune leurs avantages et leurs
inconvénients. La microanalyse par sonde
électronique s’effectuant sous contrôle visuel par

Photo 1. Micrographie électronique du tissu
branchial de la moule (Mytilus
galloprovincialis) montrant un
lysosome (Ly) intracellulaire (G x 15000)

Photo 2. Images ioniques obtenues à partir d'une
coupe de tissu branchial de moule
(Mytilus galloprovincialis). Les flèches
indiquent les bio-accumulations ponctuelles
de Ce et de La. Les points fortement émissifs
correspondent aux lysosomes (Gx260) .

Photo 3. Image en microscopie photonique Nikon
montrant la topographie des
diverticules glandulaires digestifs  de la
moule (Mytilus galloprovincialis).
Coloration au bleu de toluidine (G x 500)
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microscopie électronique permet seulement de
préciser la localisation ultrastructurale des
dépôts. En outre, l’appréciation quantitative des
concentrations locales est bien codifiée.

En revanche, la sensibilité n’est pas très élevée
(concentration minimale détectable de l’ordre de
0,01%) d’après Galle (1964).

La microanalyse par émission ionique secondaire a
une sensibilité 100 à 1000 fois plus élevée
permettant la détection et l’imagerie des
lanthanides même lorsque ces éléments sont
présents à une très faible concentration voire à
l’état de trace.

Par ailleurs, la résolution sur les images n’est pas
meilleure que 0,5 µm et l’analyse quantitative
rigoureuse n’est pas possible. Il n’est pas possible
de déduire de l’intensité d’un spectre d’émission la
concentration locale absolue compte tenu des
différents facteurs influençant le rendement
ionique. Parmi ces facteurs, la forme chimique
sous laquelle se trouvent les lanthanides peut
fortement modifier ce rendement.

D’après ce travail, la moule (Mytilus
galloprovincialis) est un organisme capable
d’accumuler les terres rares présents dans l’eau de
mer. Selon les analyses ioniques et la microanalyse
X, les sites sélectifs de concentration des
lanthanides sont les lysosomes. La précipitation
intralysosomale des métaux toxiques est un
phénomène démontré chez les mammifères pour
l’aluminium.

Le mécanisme de concentration de l’aluminium,
par cet organite, sous forme de phosphate est lié à
la présence locale de phosphatase acide (Galle,
1982). Ainsi, les lysosomes sont, chez les
invertébrés marins, les organites cibles
d’accumulation des métaux tels que l’aluminium,
le cadmium, l’uranium et le chrome (Chassard-
Bouchaud & Hallegot, 1984).

Au niveau des palpes labiaux, une absorption
directe a lieu au niveau des branchies (Pequignat,
1973) et l’épithélium branchial est le siège d’une
activité phosphatasique acide importante
(Pasteels, 1967).

Les terres rares, absorbées au niveau de
l’épithélium branchial, pénètrent alors dans le
système lysosomal et précipitent avec du
phosphore, sous forme de phosphate insoluble. Les

tissus de soutien chitineux de Mytilus
galloprovincialis représentent une importante
zone d’accumulation des terres rares qui
franchissent les épithéliums des branchies et des
palpes labiaux. Ces éléments précipitent dans les
interstices de la trame protéique, sous forme de
nombreux micro-grains.

Les lanthanides, rejetés de l’épithélium dans la
cavité générale de l’animal par exocytose, sont
ensuite phagocytées par les macrophages et
concentrées dans leur système lysosomal. Elles y
sont associées à du phosphore. Les terres rares
sont alors soustraites du milieu intérieur de
l’animal.

Au niveau de l’appareil digestif de Mytilus
galloprovincialis, existe une digestion
extracellulaire au niveau de l’estomac et
intracellulaire au niveau des diverticules (Bayen,
1976).

Les terres rares, absorbées par les épithéliums
digestifs, précipitent avec du phosphore dans les
lysosomes sous forme de phosphate insoluble.
Elles sont également piégées dans les interstices
du tissu conjonctif du tube digestif de la moule.
Ceci est à rapprocher de l’accumulation observée
dans les coquilles des mollusques (Kameda, 1962)
et dans les tissus squelettiques des mammifères
(Masse, 1982) et des poissons (Kameda, 1962). Il
est probable qu’il s’agisse là de sites définitifs de
rétention.

Les moules sont ainsi capables d’extraire du milieu
marin des métaux se trouvant sous forme soluble,
à l’état de traces. Elles les concentrent ensuite
dans des structures spécialisées, les lysosomes et
sphérocristaux, sous forme de précipités
insolubles, de moindre toxicité avant de les
éliminer.

CONCLUSION

La microanalyse qui permet la détection et la
localisation à l’échelle cellulaire des éléments les
plus légers jusqu’aux plus lourds, apporte des
données précises sur le métabolisme et la
localisation cellulaire des métaux.

Ces méthodes sont encore peu utilisées
actuellement pour des recherches sur les
organismes marins. Les données obtenues
permettent de montrer que les organites cibles de
concentration des lanthanides sont les lysosomes.
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Les éléments, qui y sont absorbés sous forme
soluble, sont concentrés sous forme de précipités
de phosphates insolubles (réaction due à l’activité
phosphatasique) dans les cellules épithéliales des
branchies, des glandes digestives et des palpes
labiaux.

La mise en évidence de la concentration des
éléments toxiques, détectés dans les invertébrés
marins, soulève la question d’une éventuelle
source de contamination pour l’Homme.

La réponse est vraisemblablement négative car les
lanthanides étant ici concentrés sous une forme
insoluble, ne peuvent être absorbés par le tube
digestif.
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