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RESUME

Un modéle expérimental de contamination accidentelle du mollusque bivalve Ruditapes
decussatus est mis au point pour étudier les effets biologiques du cadmium. Le
présent travail analyse la toxicité et la bioaccumulation du cadmium dans la palourde
contaminée par du chlorure de cadmium aux concentrations respectives de 0.05, 0.1,

" 0.5, 1, 2, 5, 10 et 20 mg Cd/l pendant 36 jours & 14° £ 2°C.

Les courbes de toxicité et de bioaccumulation du cadmium sont construites et analy-
sées. Les CL 50 obtenues a partir des résultats expérimeéntaux de toxicité et des
valeurs calculées par des modéles mathématiques (modéle logistique et méthode de
Spearman-Karber), donne des résultats concordants. La CL 50 96 H. déterminée par
le modéle logistique est de 7,08 + 3 mg Cd/l. La cinétique de bioaccumulation du
cadmium dans les palourdes montre que Ruditapes decussatus doit étre classée parmi
les espéces a haute affinité pour le cadmium.

Oceanol. Acta, 1984, 7, 3, 329-335.

ABSTRACT

Accidental contamination by cadmium of the mollusc Ruditapes decussa-
tus: bioaccumulation and toxicity (LD 50, 96 H)

A laboratory model of accidental pollution is established to investigate the biological
effects of cadmium on a bivalve mollusc, the clam Ruditapes decussatus. The present
study assesses the toxic effects and bioaccumulation of cadmium in clams polluted by
0.05, 0.1, 0.5, 1, 2, 5, 10 et 20 mg Cd/l for 36 days at 14° + 2°C. Lethality and
bioaccumulation curves are drawn and analysed. Experimental results of LD 50 and
values estimated by mathematical models (logistic and Spearman-Karber) fit quite
well. The LD 50 96 H is determined by the “logit” model to the rate of 7.08 + 3 mg

. Cd/l. Cadmium bioaccumulation kinetics in clams indicates that Ruditapes decussatus
may be classified as a high cadmium affinity specws ~

Oceanol. Acta, 1984, 7, 3, 329-335.

INTRODUCTION

zis, Hanbury, 1966; Piscator, 1981; Saxena, 1981). il

Le cadmium induit des effets toxiques nombreux chez est 'une des causes majeures de la maladie Itai-Itai qui

les- plantes, les animaux et

les hommes (Degraeve, frappa la population japonnaise (Tsuchiya, 1969a et

1981), notamment des anomalies génétiques (Deknudt, b; Chilson, 1974; Lauwerys et al., 1979), et il intervient

Léonard, 1975; Watanabe et

nes de stérilisation (Parizek,

al., 1979), des phénomé- - dans le syndrome de Franconi (Gonik et al., 1980).
1960), de tératogenése . Les teneurs en cadmium de ’eau de mer, loin des cétes,

(Ferm, Carpenter, 1967) et de carcinogénése (Kazant- sont basses, inférieures a 1 pg/l (Bouquiaux, 1974),
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mais elles augmentent considérablement sur le littoral :

sur I’Atlantique elles atteignent 2,2 pg/l en baie de -

Saint-Jean de Luz [Réseau National d’Observation de
la qualité du milieu marin (RNO), 1974-1975]; en Médi-
terranée 1,4 pg/l a Nice et Séte, 2 pg/l a Fos; 3,5 pg/l
‘a Marseille et 7 pg/l a 'embouchure du canal de
- Caronte. Les estuaires les plus pollués atteignant
30 pg/l (Thornton et al., 1975).
La situation est d’autant plus préoccupante que le cad-
mium a une longue demi-vie notamment dans les écosys-
témes marins (Frazier, 1979).
Il est connu que I'impact du cadmium en milieu marin
varie en fonction de multiples facteurs physiques, chimi-
ques et biologiques intriqués. Ainsi le cadmium adsorbé
sur le particulaire en eau douce est désorbé en milieu
marin, se retrouvant sous forme dissoute Cd*™*; en
laboratoire I'étude de la toxicité, et particuliéremenit
intéressante en ce qu’elle porte sur une forme identique
a celle observée en milieu naturel. De plus, face a
I'extréme complexité de I’écotoxicologie marine, I'expéri-
mentation in vitro, sur modéle simplifié, avec paramé-
tres biotiques et abiotiques contr6lés, nous semble étre
une donnée de base précieuse pour I'étude des effets
d’un polluant donné. Dans cette optique, il nous a paru
opportun de choisir un modéle expérimental simple et
pratique pour rassembler un maximum d’informations
concernant les effets biologiques de cadmium : toxicité,
- bioaccumulation, modifications physiologiques et struc-
turales des animaux.
Le présent travail concerne une modalité de contamina-
tion expérimentale accidentelle de la palourde Ruditapes
decussatus par le chlorure de cadmium. La gamme de
concentrations de chlorure de cadmium choisie s’étend
entre une valeur basse, proche d’un milieu naturel c6tier

pollué, et une valeur élevée sans aucune mesure avec

les valeurs du milieu naturel. Néanmoins, ce modéle in
vitro permet d’étudier corrélativement, en milieu
controlé, les divers effets du cadmium sur la palourde :
toxicité et bioaccumulation d’une part, modifications
physiologiques et ultrastructurales avec localisation
intracellulaire du métal, d’autre part (travail én cours).
Ces données corrélées devraient permettre de progresser
dans la connaissance fondamentale du métabolisme du
cadmium. ,

Sur ce modéle, nous avons donc dans un premier temps
étudié simultanément la bioaccumulation du polluant
et sa toxicite.

MATERIEL ET METHODES

Matériel

La palourde Ruditapes decussatus a été retenue comme
organisme test en raison de sa valeur écologique (chai-
nes alimentaires) et économique : elle a une forte valeur
commerciale, est trés répandue dans les mers, et notam-
ment en Meéditerranée ou sa culture se développe
(Maitre-Allain, 1981). De plus, son maintien in vitro
est relativement facile. Les animaux choisis sont des

palourdes adultes de taille moyenne comprise entre 34
et 39 mm, des deux sexes, recoltees dans I’étang de
Thau, en Medlterranee

Méthodes

Modalités de contamination

Les palourdes sont contaminées par du chlorure de
cadmium (Cd Cl,, H,O, Merck), dissous dans de 1’eau
de mer aux concentrations respectives de 0.05, 0.1, 0.5,
1, 2,5, 10 et 20 mg de cadmium/1.

A chaque concentration correspondent 2 bacs en plasti-
que de 50 animaux contenant 151 d’eau de mer. Les
bacs témoins ne recevant pas de polluant montrent une
teneur en cadmium < 0.05 pg/l. Les expériences durent
36 jours, la température dans les bacs est de 14 + 2°C,
la salinité est maintenue a 34°/,,, le pH est de 8.0;
I'oxygénation du milieu est assurée par bullage impor-
tant. Les animaux ne regoivent pas de nourriture et
peuvent vivre trés longtemps dans ces conditions. Signa-
lons que les bacs en plastique ont été testés dans les
conditions de I’expérience : I'absorption du cadmium
sur les parois est négligeable compte tenu des doses de
polluant utilisées (Cornet, 1982).

M¢éthodes de dosage

Les expériences sont menées dans des séries de bacs
paralléles, certaines séries étant réservées a I'étude de
la toxicité, d’autres a I’étude de la bioaccumulation.
Pour cette derniére nous procédons comme suit : tous
les deux jours, a heure fixe, 2 animaux sont congelés
vivants, le 1* jour, exceptionnellement 2 palourdes sont
prélevées 8 h et 24 h aprés contamination. Les animaux
congelés a °C sont débarrassés de leur coquille
et lyophilisés : 0,3 g de I’échantillon lyophilisé sont
minéralisés par un mélange d’acide perchlorique et
d’acide nitrique (10:2). L’attaque est poursuivie pen-
dant 4 h dans un bain-marie a 70°C; 3 gouttes d’une
solution d’hydroxyle d’ammonium (50/100 ml) sont
additionnés au mélange. Aprés filtration, les échantil-
lons sont dilués & 50 ml avec de I'eau distillée (Johans-
son, 1975) et le dosage est réalisé par spectrophotomé-
trie d’absorption atomique avec flamme (spectrophoto-
métre IL 251). ,

Parallélement aux prélévements des animaux, des prélé-
vements d’eau de mer échelonnés dans le temps sont
effectués dans les différents bacs. Le principe de I’ana-
lyse des échantillons d’eau de mer consiste, aprés mise
au pH d’environ 2,5 par adjonction d’acide chlorhydri-
que, en une addition de chlorure de sodium entrainant
la formation de complexes avec le sel d’ammonium
de l'acide pyrrolidinothiocarboxilique (APDC) suivie
d’une extraction de ces chélates par un solvant, la
methyl-isobutylcetone (MIC; Cetama, 1976). Le dosage
s’effectue sur la phase organique par la technique de
spectrophotométrie - - d’absorption. atomique avec
flamme. - ' : : e
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Détermination de la toxicité

Estimation de la létalité

Les animaux sont quotidiennement observés a la méme
heure pendant toute la durée de Iexpérience. Le critére
de létalité choisi est simple : les animaux morts ont
leurs deux valves béantes, et la mort est certaines lors-
que les valves restent ouvertes méme apres avoir essaye
de les fermer par pression. Les individus morts sont
aussitot enlevés des bacs.

Meéthodes de détermination des CL 50

L’estimation des concentrations létales 509, peut se
faire :
— soit par une méthode paramétrique supposant que
les seuils de tolérance individuels sont distribués suivant
une loi de probabilité appartenant a une famllle
~ donnée;
— soit par une méthode non paramétrique, nécessitant
des hypothéses beaucoup moins restrictives, mais
demandant toutefois que la moyenne de la distribution
des tolérances existe et soit finie.
Dans ce travail, on suppose que les courbes
concentration-réponse étudiées sont monotones crois-
santes. Autrement dit, on suppose que la toxicité du
polluant augmente réguliérement .en fonction de la
concentration.
Deux méthodes seront utilisées : le modele logistique
(paramétrique) et la méthode (non paramétrique) de
Spearman-Karber avec crible. Le modéle « logit » est
préférable au modéle bien connu des probits (distribu-
tion normale des tolérances); en effet, il donne des
estimations de la CL 50 trés voisines de celles du
modéle probit, pour une complexité de calculs beau-
- coup plus faible.
— Dans le modéle logistique, la probabilité P (x) de
réponse 4 une dose x de toxique s’exprime sous la
forme :

1

P(x)=—.
) 14 t0=
On pose :

. P(x)
Logit P(x)=Log————
ogi ) 8 TP0)
soit Logit P (x)= —(a+bx).

k-1 .
CL 50= Y [P(x;41)—P(x)] (%141 —%)/2.
S =1 :
a et b sont deux constantes inconnues caractérisant la
_ distribution des tolérances. Des estimations d et b peu-
vent étre obtenues a partir des résultats d’une expé-
rience en utilisant par exemple la méthode du maximum
de vraisemblance.

A

La CL 50 estimée est égéle a:CL 50 = —%‘.

Une estimation de la variance asymptotique de la
"CL 50 est obtenue comme un sous-produit de la
methode du maximum de vraisemblance (Cox, 1972).

— La méthode de Spearman-Karber permet d’obtenir
une estimation non paramétrique de la CL 50 par :

Les valeurs de x; correspondent aux k concentrations .
choisies pour I’expérience. Les P (x) sont ordonnées

de fagon croissante. On peut dans certains cas étre

amené a effectuer des ajustements pour que cette hypo-

thése soit satisfaite.

Généralement on exige de plus que :
P(x,) =0et P(x,) = 1.

On montre cependant qu’il est possible de cribler Iesti-
mateur précédent en ne conservant que la partie cen-
trale de I'ensemble des valeurs. L’estimateur propre-
ment dit de Spearman-Karber correspond a un crible
a 09%. L’estimation obtenue par ce moyen est souvent
meilleure. La variance de ces estimateurs est cependant
plus difficile a estimer que dans les modéles paramétri-
ques.

RESULTATS

Etude de la bioaccumulation

Les quantités de cadmium (pg/g poids sec) relevées
dans les palourdes contaminées pendant 36 jours par
le cadmium aux concentrations respectives de 0.05, 0.1,
0.5, 1, 2, 5, 10 et 20 mg/l ont permis d’établir les
courbes d’accumulation du cadmium dans les palourdes
au cours du temps, aux différentes concentrations du
polluant (fig. 1). '
L’analyse des courbes d’accumulation montre que :

— aux concentrations les plus faibles de 1’expérience
(0.05, 0.1 mg/l), ’accumulation du cadmium est lente

& Quantité de CADMIUM

. 3 20 mgtl
poids sec)

(Mgig.

005 »

36 Jours

Flgure 1

Courbes d’accumulation du cadmium dans les palourdes au cours
du temps et 4 des concentrations différentes de polluant.

Uptake of cadmium in clams over a period of 36 days at various levels
_of pollutant. -
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et relativement faible. Toutefois, en poursuivant ’expé-

rience dans le temps, la quantité de cadmium accumulée

s’accroit continuellement ;

— aux concentrations intermédiaires de 0.5 4 5 mg/l,
Paccumulation du cadmium dans les animaux est de
plus en plus rapide, réguliérement croissante et atteint
des taux élevés. En fait, plus la concentration de pol-
luant est forte, plus I'accumulation du cadmium est
intense et rapide. Le facteur de concentration est
considérable : ainsi, en 7 jours, les palourdes contami-
nées 4 5 mg/l dans nos conditions expérimentales ont
accumulé plus de 100 fois le polluant;

— aux concentrations les plus fortes (10 et 20 mg/l),
Paccumulation du cadmium dans les animaux est trés
rapide et trés intense : ainsi, pour les palourdes contami-
nées a 20 mg/l, un facteur de concentration de 30 est
atteint en 24 h, permettant aux animaux d’accumuler
des teneurs en Cd de plus de 600 pg/g de poids sec.
Notons que pour la premiére fois les courbes d’accumu-
lation ne sont pas réguliérement croissantes mais présen-
tent une allure en dents de scie dans leur phase finale.

Les teneurs en cadmium mesurées dans I’eau des diffé-
rents bacs expérimentaux ont permis d’établir la cinéti-
que du cadmium dans Peau au cours de
I'expérimentation : pour les valeurs <5 mg/Cd/l, nous
constatons, parallélement 4 une accumulation de cad-
mium dans les animaux la réguliére diminution du
cadmium dans I'eau des aquariums (fig. 24, b, ¢); pour
les valeurs >10 mg Cd/l la diminution rapide du pol-
luant dans I’eau des aquariums correspond 4 la massive
pénétration du cadmium dans les animaux; puis les
teneurs en cadmium de ’eau des aquariums atteignent
un palier tandis que les courbes d’accumulation du
cadmium dans les palourdes fluctuent (fig. 24, e).

Analyse de la toxicité

Les résultats, exprimés en pourcentage d’individus
morts au cours du temps et aux différentes concentra-
tions de cadmium, ont permis de tracer les courbes
représentant le pourcentage d’individus morts en fonc-
tion du temps de contamination, pour chaque concen-
tration de polluant. Ces courbes sont rassemblées sur
la figure 3.

L’analyse comparée des courbes montre que, pour des
doses de polluant >0.5 mg/l, la toxicité du cadmium
augmente avec la concentration du polluant: par exem-
ple pour un temps donné de 4 jours, les concentrations
de cadmium <0.5 mg/l n’engendrent aucune mortalité,
les taux de 1 et 2 mg/l induisent une mortalité <509,
ceux de 5 et 10 mg/l une mortalité >509%;; a la concen-
tration de 20 mg/l, la mortalité engendrée est de 1009/,
Notons que dans nos conditions d’expériences, aux
doses >0.5 mg/l, le cadmium engendre en moins d’un

mois une mortalité totale; alors qu'aux doses .

<0.05 mg/l le taux de mortalité se stabilise pendant
36 jours a 29,. L’analyse des courbes expérimentales
de toxicité (fig. 3) permet le tracé préliminaire des
points de mortalité 509, 4 partir des résultats expéri-
mentaux (fig. 4). o . . '

Quantité de cadmium Quantité de cadmium
( pg/gdepoids sec) (mg/1)
-5
200} [
2
{y--o— —_—— ——— — - - # - -
1 i
T T 1 T T T ) T T T | R L T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 15 3 36Jours
a
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<« Figure 2

Courbes de I’évolution de la teneur en cadmium dans I’eau de mer

(-- -), et de bioaccumulation du cadmium dans les palourdes (
apreés contamination expenmenta.le a: figure a: 1 mg/l @; figure b:
2mg/l [O; figurec: Smg/l *; figured: 10 mg/l O; figure e :
20 mg/l ¥%.

)

Variations in the level of cadmium in sea-water (---) and btoaccumula- .

tion of cadmium in clams ( ) after experimental pollution with:
figure a: 1 mg/l @; figure b: 2 mg/l O, figure 2: 5 mg/l *; figure d:
10 mgfl O; figure e: 20 mg/l Yx.

A
% Mortalité
100 3 20 mgj!
. * 6
o 2
= e 1
x 05 ,
— © 0.05»
504
o B B N BN - B Y B R R e man e e w Ja es d
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 36 Jours
Figure 3

Courbe de pourcentages d’individus morts apres contamination a
différentes concentrations de Cd Cl, pendant 36 jours.

Percentage of dead animals polluted by different cadmium concentra-
tions over a period of 36 days.

25 -
L CL3C

20 | ﬁi
3
)

Jjours

Figure 4

Courbes de concentrations létales (CL 50) de cadrmum pour des
palourdes contaminées a divers taux de Cd Cl,; étude comparative
des résultats expérimentaux (*) et des valeurs estimées par le modéle
logistique (O) et la méthode Spearman-Karber ( +).

Cadmium lethal concentrations (LD 50) for clams polluted by various
Cd Cl, levels. Comparison. of experimental results (*) and values

estimated by “logit” model (O) and Spearman-Karber method (+).

Les estimations des CL 50 calculées par le modéle
logistique et Spearman-Karber permettent de tracer les
courbes correspondantes (fig. 4; O = logit;
+ = Spearman-Karber), et d’évaluer la CL 50,96 H a
7.8mg Cd/l pour les résultats expérimentaux,
7.08 + 3 mg Cd/l par le modéle logistique, 6.9 mg Cd/1
par la méthode de Spearman-Karber.
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DISCUSSION

Les courbes des CL 50,96 H, tracées a partir des
résultats expérimentaux et des valeurs estimées par le
modéle logistique et la méthode de Spearman-Karber,
sont trés voisines. Elles nous permettent de retenir pour
Ruditapes decussatus, dans nos conditions expérimenta-
bles, 4 14°C + 2°C, une CL 50,96 H de 7.08 + 3 mg
Cd/l. La facilité de calcul offerte par le modéle logisti-
que, nous le fait préférer ; la méthode non paramétrique
de Spearman-Karber, présente quant a elle la difficulté
d’obtenir une estimation de la variance de la CL 50,
mais peut &tre efficacement utilisée comme nous I'avons
fait ici a titre de vérification. Il est connu que les

CL 50,96 H varient en fonction des facteurs biotiques

"et abiotiques; nous avons en effet constaté quen aug-
mentant la température 4 19°C, la CL 50,96 H attei-
gnait 4.26 + 2 (Henry et al., 1982). Toutefois, en tenant
compte des paramétres expérimentaux, nous pouvons
grice 4 la CL 50, positionner la palourde parmi les
organismes déja étudiés. Le cadmium induit chez Rudi-
tapes decussatus un effet toxique comparable & celui
obtenu chez les autres invertébrés (Ahsulanah, 1976,
0.2-16.7 mg/l) (Eisler, 1971; 0.32-25 mg/l). Parmi les
mollusques, les données les plus proches de celles obte-
nues pour Ruditapes decussatus sont celles de Cardium
edule (Portmann, Wilson, 1971) et Mya arenaria (Eisler,
1971). ,

La cinétique de la bioaccumulation du cadmium mon-
tre que Ruditapes decussatus doit &tre classée parmi les
espéces a haute affinité pour le cadmium, particuliére-
ment dangereuse pour Pécosystéme environnant. Ce
résultat corrobore les observations en milieu- naturel
selon lesquelles le cadmium est concentré dans les mol-

lusques plus que dans tout autre phylum et en particu-
lier dans Patella vulgata (Peden et al., 1973), Littorina
sp. (Leatherland, Burton, 1974), Nucella sp. (Stenner,
Nickless, 1974), Pecten maximus, Mytilus edulis et Cras-
sostrea gigas (Frazier, 1979). Pour des concentrations
expérimentales <5 mg/l, les palourdes accumulent de
fagon réguliérement croissantes de fortes concentrations
de polluant. Cette capacité d’acceptation de I’animal
suggére que la palourde serait capable en réponse a
l'agression du cadmium, de synthétiser des substances
susceptibles d’inhiber I'action du polluant. De telles
substances mériteraient d’étre recherchées chez la
palourde, et pourraient correspondre aux métallothio-
néines décelées pour la premiére fois chez le cheval
(Margosches, Vallée, 1957) et retrouvées chez I'huitre
(Frazier, 1979) et la moule (Noél-Lambot et al., 1978).
De telles substances doivent, au moins jusqu’a un cer-
tain seuil, pouvoir protéger I’animal contre les effets
toxiques du cadmium ; elles sont donc bénéfiques pour
la palourde, mais néfastes dans I’écosystéme, ou elles
permettent une concentration énorme de polluant.
Inversement, aux fortes concentrations utilisées
=10 mg/l, le cadmium pénétre trés vite, atteint des
taux de concentrations élevées et engendre rapidement
la mort de tous les individus. Dans ces conditions,
face a I’énorme quantité de polluant trés rapidement
accumulé, il pourrait y avoir une synthése de métallo-
thionéines trop lente et/ou trop faible dans 'animal ou
méme seulement dans un organe vital qui engendrerait
la mort. Des observations ultrastructurales a court
terme et forte dose polluante (Cornet, 1982) semblent
confirmer cette hypothése au niveau de la branchie.
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