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I O N  

Quqtre pigments r e s p i r a t o i r e s  s o n t  connus chez les  

i n v e r t é b r é s  : 1 ' é r y t h r o c r u o r i n e ,  l e  c l -dorocruor ine  (pigments 

porphyr in iques)  , 1 ' hémérythr lne  e t  1 ' k6nocyanine (pl ynentç  

non porphyr in iques)  . 

L ' é r y t h r o c r u o r i n e  est l a  p l u s  répandue ; l a  chlo-  

r o c r u o r i n e  est connue seulement chez que lques  vers mar ins  ; 

1' hémérythzine chez les  sàpuncul iens ,  les brach iopodes ,  l e s  

pr iapul - iens  e t  un a n n é l i d e  po lychè te  du g e n r e  MageLona ; 

l 'hémocyanine se r e n c o n t r e  exclusivement  chez c e r t a i n s  groupes 

dlar t I i ropodes  e t  d e  mol lusques ,  C e s  pigments s o n t  l e  p l u s  sou- 

v e n t  d i s s o u t s  dans l e  plasma ; l r é r y t h r o c r u o r i n e  e t  l 'héméry-- 

t k r i n e  peuvent cependant  Gtre F n t r a c e l l u l a i r c s  (b29!q14ELT, 1 9 6 0  2-- 

F L O R K I N  1 9 6 9 ) .  



Les annélides polychètes constituent le seul groupe 

où les pigments respiratoires présentent une diversité aussi 

bien dans la nature. (seule l'hémocyanine est inconnue chez les 

polychètes) que dans la localisation (ROMIEU 1923) ; 1 'Sry- 

throcruorine, pigment le plus connu se trouve soit à l'état 

dissout dans le plasma, soit dans les celLules coelomiques 

soit dans les deux formes en même temps ; elle peut aussi se 

trouver dans certains tissus comme la musculature, le système 

nerveux (voir tableau page 9). 

La chlorocruorine est connue dans le règne animal 

dans quatr'e fami1l.e~ de polychètes : les Sabelliens, les 

Serpuliens, les Ampharétiens, les Chlorémiens. Elle se pré- 

sente toujours sous forme dissoute dans le plasma. (RObIIEU 1923 - 
RAPI-IAEL 1939, FOX 1949). Elle peut neanmoins être 2r6serlte 

avec l'érythrocruorine dans le sang. C'est le cas d'un poly- 

chè-ke de genre Serpula (FOX 1949, DALES 1967) (Voir tableau pa2e 5, 

L'hémérythrine n'est connue chez les polÿckStes 

que chez le genre Magezona , chez lequel elle est localisée 

dans les cellules sanguines (BENHAPI 1897 , ROMIEU 1923). 

Enfin, un certain nombre de polychètes tels que, 

les Aphroditienç, les phyllodociens, les Sylliciens, les 

Chétoptériens, posçèdant un sang incolore (ROMIEU 1923), sont 

considérés comme depourvus de pigment respi-ratoire. 



Les pigments respiratoires ont aussi été décelés 

(cas des pigments porphyriniques) sur la base d'observation 

morphologique ou cytochimique dans certains tissus comme le 

corps cardiaque, le tissu périvasculaire et chloragogène 

considérés par divers auteurs comme étant des sites de synthèse 

de ces pigments. C'est ainsi que BRETON -GORIUS 1963 et POTSWALD 

1969 ont pu observer des molécules d'érythrocruorine dans les 

vacuoles golgiennes des cellules chloragoyènes de llARENICOLE 

(BRETON - GORIUS 1963) et dans le réticulum endoplasmique et 
* 

l'appareil de GOLGI des cellules périvasculaires du spirorbe 

(POTSWALD 1969). 

De même KENNEDY et DALES (1958) d'une part et 

MANGUM et DALES (1965) d'autre part ont pu identifier des pro- 

duits du métabolisme de l'érythrocruorine dans le corps car- 

diaque et différents tissus de polychètes. 

Toutefois, aucune autre recherche n'est venue 

confirmer ces premiers résultats sur l'origine des pigments 

respiratoires. Il nous a donc sernblé opportun de mettre à 

profit certaines réactions cytochimiques, notamment celles 

relatives à la détection de l'activité pseudopéroxidasique 

caractéristique des pigments porphyriniques par le D A B 

(GRAHAM et KARNOSKY 1966) et du fer par la méthode de PERLS 

ainsi que l'autoradiographie pour déterminer l'origine des 

pigments respiratoires chez quel-ques espèces d'annélides 

polychètes. 



Nous avons donc appliqué ces techniques à l'étude 

des pigments vasculaires (érythrocruorine et chlorocruorine 

dissoutes) ou intracellulaires (co~lomocytes porteurs d'érythro- 

cruorine) afin de pouvoir les utiliser pour localiser les tissus 

responsables de la synthèse de ces pigments et les soumettre 

à une étude autoradiographique. 



- 

C'est Lankester qui l e  premier en 1873, démntre p r  

spectroscopie, l a  présence de l 'hérogbbine dans le sang e t  ciam l e  t i ssu  

de certains vers. Plus W d ,  Romieu (1923) confirme son existence dans 

le plusna et les corpuscules coelo-niques d'un assez grand eMc, .-.s d'  anné- 

lides p>lychètcs par l a  réaction de l'eichmclnn. Ce pigment, présenLmlt l e  FG- 

me hème que 1 '11nJrioglobine des vertébrés, f u t  a p p l é  énytLhrmruarine pxr 

Svdbrrg et a l  (1933) pu r  m y u e r  la différence avec ce dernier. 

Chez l e s  annélides, l a  t a i l l e  de l a  mlécule dléq.throcrm- 

rine chnge suivânt l a  localisation du pigments. Dans l e  cas de l 'érythro- 

cruorine d i s s ~ u t e ,  l a  mlécule présente un p i d s  moléculaire élevé, de 

6 
l 'ordre de 3 . 10 (coefficient de sédimentation SZ0 : 58) Yeilin e t  

Hartree 1951, Temilliger et a l  1975). La mlécule p u t  ê t r e  a lors  observée 

facilement au microscope électronique ; e l l e  se présente Lwus l a  f o m  de 

deux disques (dimètre myen 2 3G A0 ) s u ~ m s é s  de f o m  nexagonale et  

consti-tuEs chacun de six sous unités délimitant un espace central vide ; m e  

de ' p ~ o f i l ,  e l l e  offre une forme évoquant l a  lettre H ou X (Roche e t  a l  

1960 (a, b, c ) ,  %he e t  a l  1961 (a, b) ,  Breton-Gorius 1963, Roche 1964),, 

'I'emilLigui e t  a l  1976 1;,1977. ) Dans certains cas, cepldant  (Ozzoizone fttlgid ai 

l a  dépression centrale e s t  occuy>ée pauc m e  sous-unité supplC3nmtaire 

(Van Enigyen e t  Weber 1974) 



La mlécule d'érythrocruorine dissoute est capable de 

se dissocier : sous l'action de l'urée de concentration 8 M ; l'érythro- 

crilorine -dl Arenico Za maritza se décompse en un matériel . 

de coefficient de sédinientation SLO : 3, 1 qui pmt reconstituer un edi- 

fice de grande taille (coefficient de sédimentation SZ0 : 16) tCmiqiant 

&si de la réversibilité partielle de la dissociation du chrmpmtéYne 

(Roche et al 1963) . 

L'éqthrocruarine intracellulaire est constituée de mlé- 

* cules de ptite taille (pids mléculaire 48 000 - 50 000, coefficient de 
sédiiï~tation S20 : 3, 9) (Tawilliger et al 1976 a). 

Vile pur la première fois par Milne - EDPU.72RDS 1857, puis 

étudiée et dénortu~~ée par Lankestesr (1868) , la chloroci-uoririe est un pig- 

mnt qui ntexiste qu'2 l'état dissout. Elle est dichmique, vcirte en 

coirrche mirice ou en solution diluée, rouge en couche épisse ou en solution 

conce11trée (Rordeu 1923, Fox 194 9, mwel 1960 a). Corn2 1 ' é~ythrocruorirle, 

elle contient du fer mais l'hhs de la chlorocruorine (chlorocruorohène) 

dif £ère de celui de 1 ' éqthrocruorine (protohSme) par raplacaient d'une 

des üeux chaines vinyl par un aldéhyde dans chacun des quatre fioiram p~roli- 

ques (Fox 1949). 



Structure du protohème, noyàu pyrrolique du chlorocruorohùne 

Le spectxe d' absorption de 1 'oxychlorocrcori~-le se carac- 

térise cornne p u r  1 'oxyhénqlobine p- deux bandes v; e t  . Toute- 

fois ces deux bandes d'absorption çoilt déplacées vers 1 'extré.rté rouge 

du spsctre dans l e  cas de l'oxychlorocruorine ; d'autr-e p t ,  ces deux 

bandes fusionnent en une bande dosble lorsque l a  chlorccruorine es t  à 

l ' é t a t  réduit alors qu ' i l  n'existe qu'une seule bande s i ~ l c  dans l e  cas 

de 1 ' héirioglobine (Fox 1949) . 

En présence d' eau oLxygénée, l a  chlorocruoriqe prerid une 

teinte brûne par formation d'un corrqpsé comparable à l a  rnéth6rsglobirie 

e t  que l'on p u t  iloLmer métachlorocruorine. E;n outre, par l a  réaction 

TEICHP,W~~, l a  chlorocruorine vire au brun rouge avec d é p t  de cristaux d'l~é- 

nUiie analogues à ceux que donne 1 ' érythrocruorine (Romiet~ 1923) . 

Ces deux pigneats sont donc t rès  voisins ; ce caractère 

se traduit pr une mrpholqie  mléculaire identique : c m  l1éryttxocr~r>- 

rine dissout,la chlorocruorine se p résa te  au microscope électronique 

çous l a  forme de deux disques hexagoriarx supxpses et. mnpsés  chacim 

6 de 6 mus-unités pur- wî. pjds naléculaire voisin (de l 'ordre de 3.10 ) 



(Roche et al 1960 (a, b, c ) ,  Roche et a l  1961 (a, b ) ,  Roche et  al 1963, 

Breton - Gorius 1963, Roche 1964, Pot,swald 1969, Terwilliger et a l  1976 b, 

1977) . 



Localisat ion 

Coelomocytes : 
Dis t r ib~ t  ion Origine 

TERFC3ELTtTBdS -- 
- Poly c i r rushoenatodes  Claparede (ROMIEJJ, 1923 ; 1 

nArEs, 1967) 
- B~oplobrnachus sanguins5  (~'~A??GuM e t  a l . ,  1975 ; : 

r(F3T3 e t  a l * ,  1977) : 
CAPTPXLIE2JS . --.--9----- - Notomastus benedeni C l a p a r d e  (ROMIEU, 1923) 

: - Notomastus l a t e r i ceus  Sars (ROP~IEXJ, 1923 ; 
aPHAEL, 1339 ; WSLL e t  
1dAPTIm, 1975) 

: - G y i t e l l a  cap i ta ta  Fabricius (RAPHAEL, 1939 ; - 
WELL e t  al . ,  1975) 

GLY CERI?!\? S 
- C J ~ & t L a e 1 a t r i  Grube (RONIFJ, 1923) 
- G1yce1.a convol.ilt,a ICefersteln (R?~~%EL,  1939) 

: - Glycera capiis?ta OerstecJ, ( R G M ~ ~ ~ J ,  1923; WIPI~~L'I;, -- 
1939 . . 

: - GJ-y-cere dibranchlata (f101"34Aiji\r et  al., 1970 ; 
VICI.iOGRI1DOV e t  a l . ,  1970 ; 

Plasma NEXETDTE<S 
- - r i ~ ~ . e ~ - e i  s c u l t r i  f era  Grube (ROYIIZ~J, 1323) 
- ~ ~ - e i s  vire!% S R ~ Ç  (F;C~~LTO:~IIDZS e t  T : ! ~ : ~ ~ ~ ,  197-j) - - Perinercls  à ;vers icolor  O, F. i\liIller (E~DJAUT,  19691 - P l a t y n e ~ e i s  du1xerjl3.j-i Audouin e t  Edwards 

(RAPI-L~F~L, 1939) 

' ARlmTCOL,IFITS 
: - Arenicola marin& Linne (FOWIL-, 1323 ; R O C F  e t  i ~ e l l u l c s  chlorayo-- j 

a l . ,  ig50, a, b, c, 1961?-1963 ; 'gènes (53Z7i3fd- 
BRETO?< -.GO9IlJS, 1963 ; ROClB,  3.%l+{ GORTUS, 156, ; 
MAldSU!;i et; D$.L1,S, 1965 ; FLûRKii, :!-I&L';~J?.~ e t  DAIZS, 
1 g 9  ; DALE3 e t  -FIIL, 1970) * l ~ z > ~  ; cA&~xq - : Pt?l > l  # c  lç?Q ) : 



Localisation : 

Plasma 

Distribution Origine 
, - - - - - - - - ~ , I - - - - - P - - - - - - - - - - - - ~ . - - - - - - - - -  ------------------- 
- Arcnicola pubU Claparede (ROMIEU, 1923) 
- Arcnicola c r l s t a t a  (WAXNAN, 1971,1975) 

rnJICIImS . 
- Eunice harassil. Andouin 
- Marphj-sa sari gufr~ea And01 
- L?~mb-riconere;s riardonis 
- 'L!~.rnbr?.conereis coccinea 

e t  E3wards (ROMIEU, 1923) : 
i in  e t  Edviards (RO~VTTFLI, 1921) 
Giube (RCMTW, 1923) 
f;rube (RO~~IEU,  1923 ) 

: C TRRtTRTT~IBJ 3 
'Corps cardiaque : - Audou: n ia  ten~%cula. ta  Montegu (ROXIEJ, 1923) 
: (KE?L,~~.TE,Y e t  DALri'S, ' 
'1958 ; f7fiu'~UI.I e t  ' 
:DALES, 1965) 

Corps card;2laq!e : - ~ i r r a t u 1 . u ~  c i r ra tus  O.F. 14flller (RO:.IEJ, 1923) - 
( ~ T J E D Y  et DXGS, ' . 

'1958 ; ;i;i~:~~:-i4 e t  : 
' D A ~ S ,  1965) 

* 
Fabriciuç (FIAIL~~AEL, 1939) 

: Plasma et 
: Coelonocytcs : TERlZT.i(FUTE:S 

: - Tcrcbcl.?La l a p i d a ~ i a  Kabler (RG~~~IEU, 1323 ; -- 
RAP-ïrIEL, bgjg ; i.VCW.ilu, 1969) : 

*P-^_^_..____--_... 

: Plasma e t  
: l iquide ' coelomique 
-------------- .. 

- --- Sheie~t i s  c r w  ,Johnson (GARLTCK e t  TF;RdIILIGER, 
1974) 

- Amphi.~rit ;e o r ~ e x  (PZANGUM e t  a l , ,  1975 ; W3ER 
e t  a l . ,  19'77) 

- E s t a  i1aci.f Ica Berkeley (TERI~ILLIVER e t  KOPP33L'- 
HEFER, 1973) 

- &>hi t 1- i - te  Jo'n:zsconJ_ - -- (DF~ES, 196'i ) 
- Neor;mphi-krite T ' l u s  (DATES e t  PELL, 1970) 

:(IQVSEII;~ e t  SALZS, ' 
:1951> ; r,lis~3~~1 e t  
:DALES, 1955 ; EALE:: 
'et PELLL, 1970) 

OPIITLTEJ S -- - Trav3sia forheçi i  Johnston ( R O M E U ,  1923 ; - 
FUPHPLEL, 1939) 

NEIIT3DVTX:S 
Soinber~& Audouin e t  Bh?aràs (JCT~ES, 1955; 

I DAIES, 1967) 

: Système API3RODTTTHqS -,.YI- - Aphro~3itPc aculeata Linnt! [RO:~IE~J, 1923 ; RAEIAEL, ' nerveux 
' 

w39) : - Sthcnel-ais boa Johnston (ROMTETJ, 1923 ; MPKAEL, ' -- 
1939 : - Lepidonotiis squamatus Leach (RO~IIEIJ, 1923 ; 

mPalar,, 1979) 
: - Lepiùono-tils clava Mointagu ("n~f3U41;;~,  1939) 

f -\. 
i Y,'(< 9 ' C l ) .  - km--. - 



Localisation :  distribution^ -------------- ..................................................... 
- Slgatfon mathildae Audouin e t  I$ïwards (IIAPHAEL, 

1939 
: - Hermione hys t r l x  Savigny ( ~ A P ~ c L ,  1939') : - Po1;ynoc scolopendrina Savigny (RAPI~AEL, 1939) : - -- Sca1ise'i.o~~~ pellucidus Ehlers ( R A P I ~ ~ ~ E I ; ,  1939) : - Achol oc ~tstéricolir - Eclle-ChtaJe (~~zP'~IAEL, 1939) : - Lep1da:;thenia -...- e l c , ~ ~  Pot t s  (IV\I)I%EL, 1939) : - - IIaloçv(ina -claLlr~osa M. Sars (RAPHAEL, 1939) : - Lagisc3 exker~1~a-c~ Grube (FAP:~.EL, 1939) 
: - --------- Harmn VhoZ liir,ulcta Delle-Chia.j e ( R ~ E I A Z ~ ,  1939) 

- Harnsi;:?oë lon&u,f Grube (PAZ~EL, 1939) 

: - Psammolyce at-enosa (ROFIIF~~', 1923) : - ~llo6-ove laminos-& Savigny (MFIAEL, 1939) : - Eteone 1-oiîga Fahicius (RAIHAEL, 1939) 
---* 

Origine 

Muscle : SA13XLLTE: --- 3 - j?otan:T 12.2, ren i fo rmi .~  O. F. Müller (FOX, 1949) .- .-*- : - Potsiri1il.a slichopl~ thelrnüs Û Y ~ I ~ S  (FOX, ~949) 



Localisation ' 

- Protilla tubi~lnr-La %tûgil (FOX, 1949) -- - ho tu ] -a  intesti;lum L. (FOX, 1949) -- 
- b ~ o m a t u s  similis PSarion (F~x, 1949) .- - Apornatx.~~~r&~ li ter~.~ mi lipp? (FUX, 1949) 
- Spirorbis borcal is  - (FOX, 1.949) 

SAB31LT EqS --- - Ssbell-â pavonina Savigny (-sabella penicillirs 
1~inri6) (I~O~II>X, 1923; 
FOX, 1949) 

- Megolornma (- Branch iornrfi?) ves i culum rdsntag-d - 
(no;.lrw, 1923 ; FOX, 1919) 

- M e  co la  aesthetica Claparede (FOX, 1949) - ---- 

- DaDasc!ïone bo:aQx Daiycll (FOX, 1-914 9) - -;ciioi:e lucullana Della-Chia je (FOX, 191i9) 

Ti S S ~ L .  extravas- 
cilLaire 

) ( P ~ ~ s ; ~ A D ,  1$3) : Tissu extrsvas- 
CJI sj r e  

(?0:?3!!,zL7, 1969) 

' Tissu  e;:travas- 
cü la i re  

' (~Gc\-: ~ ? J ! J I ~ * " , ~  ',YÏ?<S, 
:lgs ; E4IZS e t  
: PELI,, 197û) 

rn : ~ i s u l ~ .  ex.trâvas-- 
cillaire : ( I ~ R I : u ~ J ? ~  et 3.4IXS, 

:i955 ; 13AES et : PEEL, 1370) : TJ çsu extravas- 
cul-aire : (ri&.! ULT? e t  2.1G:~, 

: 1965 ; D$.TiEs et. 
PELL, 197C ) 



L o c a l i s a t i o n  : D i s t r i b u t  i o n  Origine 

2 

: Dissout  dans : CHTA2?E*IIli3~S 
: le plasmu et : - Siphonos-Logna - d i p l o c h a i t o s  O t to  (RGMIN, 1923) 
: da3s l e  zoe- : - - Chlorhoe~qa d::,jard-i.ni, (ti~ai;refages (XOMIELT, 1923) : 

Tome : - Sl;y ---- 1arloY:'iss monil i f  ec Delle-Ci-iia je (ROMIE~J ,  1923) : 

: SA9?.I;LCI$!S -. . 
: - 3pi1-orgr-a.phj-s s p a r i l l a n z ~ n i i  Viviani (ROI?IW, 1923) : 

~ ; v L h r o c r u n r  ine - Cl3 l o r o  c r v o r i ~ l e  -- --- 

: L o c a l i s a t i o n  : D i s t r i b a t f o n  O r i g h e  



M A T E R I E L  T E C H N I Q U E S  

1  - r44TERI EL 

Six espèces d'annélides polychètes ont été utilisées : 

- deux espSces à éry'&mruorL~e intraglobillaire : Ilotomastus Latericeus 

Sars et Gzycera convoZuta IZEEERSTEIN. 

- deux espèces à érythrocruorine dissoutes dans le plasma : 

Arenicola marina Linné et Nephthys homgergii - Audouin et Ed:mrs. 
* - dew. eseces à ~Filorocruoriz-ie : Pomatoceros triqueter Limé et SabeZZa 

pavonina Limé. 

Les Notomastus ont été récoltés da.s la rade de BoULogne 

-(Pas-de-Calais), les Arénicoles et les Nephthys à Wimereux (Pas-de-Calais) 

les Glycères, les Poimtccéros et. les Sabelles à Roscoff (Bretagxe) . 

A) Elevage 

Les Annélides sont isolées, à l'exception des Porcatoce~os 

dans des bocaux ou des cuvettes recouverts d'un opercule et contenant 

de l'eau de m a  filtrée, renouvelée régulièrmt. L'élevage est conduit 

à l'obscurité à la tmp5rature de 15' C. Les Pomnatoceros sont élevés 

Clans les ~Iêmes condikions en plaçant le caillou prtew de tubes dans m e  

cuvette. 



Dans certains cas ( ~ a b e  2 la, ArenicoZa) , 1 ' eau est aérée 

en p e m e n c e  ; p u r  Nephthys e t  GZycera du sable e s t  ajouté à l 'eau 

afin de permettre llenfouissmt des vers. 

B) CYTOLOGIE 

1 ) ~ ~ c r o s c o ~ i e p h o t o n i p e  ------ -- ----- -- 

Les observations ont été réalisées sur f ro t t i s  colorés au 

MAY GR- e t  GIm5A e t  sur coupe d'araldite ou de paraffine. 

Les coupes semi-fines d' araldite proviennent de vers fixés PX 

La rrcici-oscopie électronique : elles sont colorées p r  l e  bleu Azw à 0 , l  % 

Les coups de paraffine (5 à 6 1 ) sont colorées par 1' h&la . 

toxyl-lne de Groat e t  l e  picro-indigo carn-in. 

Les éq-throcytes de GZycera e t  de Notomclstus ont été £Lx& 

après avoir été ponctionnés e t  centrifugés légèrement avant chaque change- 

ment de bain. Le pIJ e t  l1o,~la_l- i té  de nos fixateurs e t  de l i p i d e s  de la- 

vage ont été ajustés après mesure de ces pxarriètres dans l e  liquide c=- 

lonllque; les  érythrocytes se sont mntrés en effet  coim étant prticuliè- 

r m t  sensibles 2 des écarts de pression osmitique e t  dans une mindre 

mesure de pH. La fixation a été  effectuée avec l e  glutéraldehyde à 2,5 % 

dans le  tampn ph~sphzte 0 , 2  M (lh30 p u r  GZycera, p H  : 7,l ; 15 m p u r  

Notomastus pH 8 )  à 4' C puis par une solution de tétroxyde d'osmium à 1 % 

(1 heure et demie) dans l e  m&-ne tarnjgn après passage dans une solution de 

lavage. 



L'inclusion est réalisée avec de l'araldite dans des godets à fond conique. 

Les tronçons dlAnnSlides sont fixés de la menie manièremais pendant un 

temps plus long (2 h pur le glutaraldite lh30 pur le tétroxyde 

d'osmium) et après anesthésie du sujet dans le chlorbutol à 1°/,, . 

Le tissu chloragogène de l'Arénicole a aussi été fixé isolé 

de l'aninxil de la w&e façon que Ifan.bal in -Loto mais en utilismt 

le tampon cocodylate 0,2 M (pH 8) . 

Dans tous les cas, l'omlarité de nos solutions fixatrices 

et nos liquides de lavage ont eté ajustés par addition de Nael à 2 %  

et de sucrose. 

1) Recherche du fer ---------------- 

Elle a été effectuée sur coupe au ~oicroscope pl-lotonique p x  

la. méthode du Eleu de Prusse. 

2) Reclzerche ----------------------- de l'activité~seudo~o~dasi~e ----- --- --- - 

La métkode de Grahan et Xwnovsky (1966) révèle les peroxy- 

daseç la catiilse et la cytoc1-romes-oxydaçe, enzymes caractérises par la 

présence d'un q r o ~ ~ t  prosthétique, l'hsn~, responsable de l'activité 

pcroxydasique et camles d'oxyder le DAB (diamino benzidine) substrat 

du milieu de G r a h a m  et Y-ovsky - en présence dtH202. Il a été ~rontré 

(Bxeton - Gorius, 1974) que d'autres compsés hemiques, corn  les grmules 

de l i p f  uscine de 1 ' héptoc~e les pr&~5lanosorfles et mélanosomes , les 

crandes de la cellule noradrénergique de la glande surrénale, la mlo- 

globine et l-fh~lobjne sont aussi responsables de ll~dation du DAB 



Toutefois, celle-ci ne résulte vraisemblablenmt d'une activité enzymatique 

puisque l'activité p5roxydosique de ces substances n'est pas détruite par la 

chaleur (activité pseudo-péroxydasique). Nous avons utilisé cette propriSté 

des compsés hémiques d'oxyder le DAB en présence d1H202 p u r  localiser les 

picpents porphyriniques des Pmél-ides Polychètes (Ekythrocruorine et chioro- 

Les échantillons étudiés sont fixes corm précédexmnt 

( glutaraldite puis tétrq~de d'osmium) et incubés avant la fixation 

osmique dans le milieu de Graham et Xamovsky préparé corn suit : 

- 3,3' dj.aminobenzidine Sigma : 15 à 25 mg 

- eau oxygénée à 1 % : 0,4 à 0,6 ml 

- taïin &is Hcl. 0,5 M : 10 ml 

L'incubation est réalisée sur des pièces de ptites tailles 

à l'obscurité, à la tempnCrat~re de 37' C pendant une durée allant de 

lh30 (érythrocytes) à 4 h (fragment de Sabelle) . 

Les échantillons sont ensuite inclus dans l'araldite pis 

débités en coups semi-fines et ultra-fines. Les coups seii-fines colorés 

ou non par le bleu Azur sont observées au microscope phtonique ; le 

DAI3 oxyde apparaît en rrurron ; les coupes ultra-fines ne sont ps colorées ; 

elles sont observées directenent au microscope électronique ; Le DAB 

oxyde présente dans ces conditions une densité électronique élevée. 

Les échantillons thins sont traités de la m2me minière 

mis incub& dans un milieu dépourvu de DAB. D'autre part, noiis avons 

bloqué l'activité enzyrr~tique (catalase et pSroxydase) par 1'an.imtriazole 



Deux précurseurs de l'hème ont été employés : 

- le 55 Fe sous la form2 chlorure : activité spécifique 

3 1 3  (a) 

3 - l'acide n aminolévulinique 2,3 H (intdaire 

rr6lrabolique de la biosynthèse des porphyrines) : activité spécifique 

28 Ci / m M (C E A ) .  

L'incorporation a été réalisée in vivo par injection 

intracoebmique de précurseur. Les doses varient de 15 à 30 11Ci pur 
1 

3 le 55 Fe etde 20 à 50 Ci l'acide A aminolévulinique 2,3 H. 

Le temps d'inciorpration varie entre 3 h et 18 h. Les sujets 

ont: été inmédiatement fixés, inclus dans la paraffine, puis débités en 

cl3ups de 6 . IRS coups ont été recouvertes p- de l'émulsion r 
LWRD K 5 ; la durée d'expsition est de 7 jous ; après révélation des 

autoradiogramms les coupes ont été colorées. 



CHAPITRE 1 

ETUDE CYTOl-OGIQUE ET CYTOCHIMIQUE DE 

L'ERYTHROCYTE DE NOTOIASTUS LAPER1 CEUS SARS 



Notomastus Zatericeus Sars est une Annélide Polychète 

caractérisée, comme tous les Capitellidiens, par l'absence 

d'appareil circulatoire mais pourvue d'hématies circulant li- 

brement à l'intérieur de la cavité coelomique. Ces cellules, 

nucléées et chargées d'érythrocruorine, ont été examinées in 

vivo, sur frottis et sur coupes. L'étude cytologique et cyto-- 

chimique a été réalisée aux microscopes photonique et 

électronique. 

Les érythrocytes ont été examinés soit dizectemen-c 

à l'intérieur d'un régénérat grâce à la transparence des t issas,  

soit sur ponction coelomique. Ils apparaissent isolés ou 

agglomérés. 

A - ERYTHROCYTES ISOLES (Pl. 1, fig. 1) 

Il s'agit de cellules jaune clair, à contour bien 

délimité. Ils sont généralement de forme globulaire mais peuvexz 

subir de nombreuses déformations, parfois importantes, au con- 

tact d'autres cellules ou de tissus. Leur cytoplasme contient 

des formations vacuolaires pourvues ou non de grains plu, OU 

moins volumineux et des granules libres dispersés dans le cyto- 

plasme. Dans la plupart des érythrocytes les vacuoles communi- 

quent entre elles et les grains ont tendance à s'agglutiner ec 

de volumineux amas. Le noyau, sphérique, est souvent visible, 



B - ERYTHROCYTES AGGLOMERES (Pl. 1, fig. 2) 

Les agglomérats d'érythrocytes sont fréquents dans 

le coelome ; ils circulrnt sous l'influence des contractions cl= 

corps et peuvent libérer sur leur trajet de petits amas d'éry- 

throcytes ou des cellules isolées. Un comportement semblab1.e 

a aussi été constaté lorsque l'agglomérat est observé à l'ex- 

térieur du corps de l'animal dans une goutte d'eau de mer. Dans 

ces conditions, les érythrocytes isolés prennent une forme 

sphérique. 

Les érythrocytes, subsphériques (diamètre moyen 

) présentent un cytoplasme éosinophile contenant des in- 

clusions brûnatres d'aspect cristallin, généralement agglorn5j:és 

(diamètre compris entre 2 et 5 / A )  et des grains sphériques ba- 

sophiles souvent groupés (1r de diamètre). Le noyau, relative- 
ment dense, occupe gén6ralement le centre de la cellule ; Il se 

présente sous la forme d'une sphère de 7 /.A de diamètre environ. 

Dans certains cas, on rencontre deux noyaux dans la cellule 

(Pl. If fig. 3). 

Les érythr~cytes présentent après fixation des 

formes très variables en dépit des soins apport6s à l'aj~ste~enz 

de la pression osmotique des fixateurs.,Il s'agit en effet Zr::n2 



cellule sans consistance propre, très malléable et dont la 

forme est facilement affectée par la fixation (Pl. II). Dans 

ces conditions nous ne décrirons pas la membrane cellulaire 

dont la surface peut évoquer parfois des processus de pinocy- 

tose, en raison de la possibilité de l'existence d'artefacts 

attestée par la forme même de la cellule. Le cytoplasme mon- 

tre un aspect homogène granuleux dont la densité électronique 

varie beaucoup d'une cellule à l'autre et ceci pour une même 

préparation. Cette variabilité de la densité cytoplasmique 

entre cellules repse uniquement sur la quantité de matériel 

granuleux par unité de surface cytoplasmique indépendamment 

de la densité électronique de celui-ci qui semble invariable 

(Pl. III, figs 1 et 2). Il contient peu d'orçanites figurésdor:: 

la plupart sont d'ailleurs de type vacuolaire. Les vacuoles 

de taille plus ou. moins grande contien.nent des formations . 

variées de type fibrillaire (Pl. III, fig. 2 ; Pl. IV, fig. 4 ) '  

membranaire (Pl. IV, figs 2 et 3) ou granulaire (Pl. III, 

fig. 2). Les formations granulaires présentent un intérêt 

particulier ; il s'agit d'un matériel composé d.e grains très 

fins très denses aux électrons agglomérés entre eux et for- 

mant des masses compactes (Pl. IV, fig. 1). Ces formations 

contrastent par leur densité avec le contenu vacuolaire qui 

apparaît particulièrement clair. On retrouve des formations 

semblables dans des pseudo-vacuoles caractérisées par une men- 

brane incomplète. Lorsque la membrane de la vacuole est par- 

tiellement rompue (Pl. IV, figs 2 et 3), les agglomérats gra- 

nulaires côtoient de petites vésicules et parfois des membra- 

nes non refermées dont les bords s'enroulent sur eux-mêmes 

(Pl. IV, fig. 3). Il est vraisemblable que ces vésicules se 



se forment lors de la rupture de la membrane de la vacuole 

et que les formations fibrillaires et membranaires observées 

à l'intérieur de vacuoles dépourvues de matériel granulaire 

résultent aussi de ce processus. Il semble que, une fois la 

vacuole rompue, le matériel granulaire se disperse dans le 

cytoplasme sous la forme d'amas de taille réduite à périphé- 

rie mal déïiinitée, les plus petits se confondant avec le 

fond cytoplasmique (Pl. II). En dehors de ces "formations 

vacuolaires et des agglomérats granulaires, le cytoplasme ne * 

contient aucun des organites classiques de la cellule ; quel- 

ques rares formations membranaires évoquent cepend-ant des 

fragments de réticulum endoplasmique (Pl. IV, figs 3 et 5)  . 
Le noyau, limité par une enveloppe percée de pores, présente 

une densité électronique élevée donnant parfois à celui-ci un 

aspect pycnotique notamment dans les cellules à cytoplasme 

clair (PI. III, fig. 1). Toutefois dans un certain nombre d e  

cas, un nucléole de petite taille est visible (Pl. II ; PI. 

III, fig. 1). 

A - RECHERCHE DU F E R  

La méthode de Perls appliquée sur des coupes de 

Notornastz/,s révèle la présence de corpuscules Perls plus à 

l'intérieur des érythrocytes ; le nombre, la taille, la répar- 

tition de ces éléments sont semblables à ceux concernant Les 

inclusions observées in 2 6 1 0  et sur frottis ( P l .  V, Liy. 1) . 



B - RECHERCHE DE L'ACTIVITE PSEUDO-PEROXYDASIQUE 

Llexamen de coupes semi-fines non colorées issues 

d'érythrocytes incubés dans le DAB montre que ces cellules 

présentent une activité pseudo-peroxydaçique cytoplasmique et 

nucléaire dont l'intensité varie cependant beaucoup d'une cel- 

lule à l'autre et pour une même cellule du cytoplasme au noyàx 

(Pl. V, fig. 2). Le microscope électronique confirme ces ob- 

servations et montre en particulier que l'activité pseudo-pero-• 

xydasique est localisée sur la trame granuleuse cytoplasmique 

et,de façon diffuse, dans le noyau (Pl. V, fig. 3 ; Pl. VI, 

figs 1 et 2). Ces structures ne présentant aucun contraste sur 

les écliantillons témoins (incubation dans un milieu dépourvu 

de DAR ou d'eau oxygénée (Pl. V, fig. 4). Par contre les agg1.o- 

mérats granulaires qu'ils soient intravacuolaires ou libres 

dans le cytoplasme gardent la même densité électronique sur 

les échantillons traités et sur les témoins (Pl. V, fig. 3 ) .  

L ' érythrocyte de Notomastus Zatericeus se présente cor?- 

me une cellule hautement spécialisée réduite pratiquement à un 

sac rempli de pigment respiratoire, pigment visüalisé par la 

réaction pseudo-péroxydasique observée après incubation dans 

le DAB en présence d'eau oxygénée. Comme chez d'autres hématies 

nucléées (DAVIES, 1 9 6 1  ; TOOZE et DAVIS, 1 9 6 3  ; ZENTGRkFeb al., 

1 9 7 2 )  , le noyau de 1 ' érythrocyte de Notomastus présente comme 1s 

cytoplasme une réaction pseudo-péroxydasique indiquant la prê- 

sence de pigment respiratoire à l'intérieur de cette structure, 



Exception faite du noyau, cette cellule ne contient aucun des 

organites (mitochondries, réticulum endoplasmique, dicytosome) 

que l'on rencontre normalement dans toute cellule métabolique- 

ment active. Cette observation, jointe à celle du caractère 

fortement hétérochromatique du noyau, suggère que l'érythrocyte 

de N. Zatericeus, vraisemblablement dépourvu d ' activité synthéti- 

que, doit avoir une durée de vie limitée. Dans ces conditions, 

il est possible que la variabilité de densité électronique cy- 

toplasmique et nucléaire observée d'une cellule à l'autre rend 

compte d'un vieillissement plus ou moins accentué de la cellule. 

Nos observations cytochimiques montrent, en effet, que cette 

variation de densité électronique est liée à la présence d'une 

quantité plus ou moins grande de pigment respiratoire ; il est 

vraisemblable que l'érythrocyte de N. Zatericeus subit au terme 

de son existence une hémolyse comparable à celle du globule 

rouge de Mammifères (BESSIS, 1972) caractérisée par une diffusior 

de pigment à travers la membrane cellulaire. Une observation 

semblable a été rapportee par BOILLY (1974) à propos des hérna- 

ties anucléées de MageZona papiZlico,nnis. Dans ce dernier cas tou-- 

tefois l'existence de systèmes meinbranaires extracellulaires 

témoigne de la destruction des cellules ; nous n'avons pas ob- 

servé de telles membranes chez N. Zatericeus ; le mode de prépa- 

ration de nos échantillons (centrifugation de liquide coelomiqc~) 

ou l'absence d'hémolyse brutale pourrait rendre compte de cette 

situation. Par contre, comme chez MageZona, l'érythrocyte de 

N. Zatericeus se caractérise par la preçence de formations membre- 

naires intracellulaires ouvertes ou de type vacuolaire et d'un 

matériel dense riche en fer Libre dans le cytoplasme ou à l'in- 

térieur de vacuoles. Ces formations membranaires, dont 



l'évolution reste difficile à interpréter en raison du caractère 

statique de nos observations électroniques, rappellent celles 

décrites dans les cellules sanguines de divers Invertébrés 

(COWDEN, 1966 ; STANG-VOSS, 1970 ; SEAMONDS et SCHUMACRER, 1972 ; 

FONTAINE et LAMBERT, 1.973) et interprétées comme des structures 

de type lysosomal (COWDEN, 1966 ; SEAMONDS et SCHUMACHER, 1972 ; 

FONTAINE et LAMBERT, 1973) ou à des vésicules de pinocytoses 

(FONTAINE et LAMBERT, 1973). Quant aux formations denses les 

auteurs les considèrent, en l'absence de critères cytochimiques, 

comme des lysosomes (COWDEN, 1966 ; FONTAINE et LAMBERT, 1973), 

des inclusions lipidiques (SEAMONDS et SCHUMACHER, 19721, du 

matérj el "ferritin-like" (STANG-VOSÇ, 1970) . 
Chez Notomastus, comme chez MageZona d ' ailleurs (BOILLP 

et Galle 1973) il s'agit sans aucun doute d'inclusions riches en fer 

analogues à celles décrites dans des tissus assurant la synthèse 

de pigments respiratoires (BRETON-GORIUS, 1963 ; LINDNER, 1 9 6 5  ; 

POSTWALD, 1969 ; DALES et PEIJL, 1970) et notamment dans les 

érythroblastes de Mammifères (BESSIS, 1972). Dans ce dernier 

cas, la présence de fer, bien qu'interprétée différemment par 

les auteurs (réserve de fer, excédent de fer, manifestation de 

certaines érythropathies), apparaît liée au métabolisme de 

1 ' l~émoglobine. Il en est vraisemblablement de même chez NO~OV~QS- 

tus ; il importera néanmoiris d'approfondir l'étude cytochimique 

de ces formations afin d'apprécier la signification précise de 

ces accumulations de fer notamment en recherchant une activitg 

lysosomale éventuelle à leur niveau ou dans les systèmes uacu- 

olaires correspondants. 



CHAPITRE II 

ETUDE CYTOLOGIQUE ET CYTOCHIMIQUE DE 

L'ERYTHROCYTE DE GLYCERA CONVOLUTA KEFERSTEIN 



Comme les Capi-telliens et PoZycirrus haematodes (Tere- 

bellien) les glycères sont dépourvus d'appareil circulatoire et 

caractérisés'par la présence d'hématies coelomiques nucléées 

chargées dlérythrocruorine. 

L'étude de ces cellules a été effectuée chez l'es- 

pèce Glycera convoluta ; elle a été conduite aux microscopes ghc- 

tonique et électronique de la même façon que pour l'érythrocyte 

de Notomastus Zatericeus Sas. 

Les érythrocytes de GZycera convoZuta K. présentent, 

sur le vivant, une forme généralement subsphérique, présentant 

peu de déformations. Ils restent le plus souvent isolés et. en 

particulier ne s'agglomèrent pas comme les érythrocytes de 

Notomas-tus . Le noyau est bien visible au microscope à contra si-.^ 

de phase ; il est relativement petit, sphérique et placé le 

plus souvent à proximité du centre de la cellule. Le cytoplasr,~ 

contient de très petites granulations verdâtres. 

Un premier examen montre que les érythrocytes de 

GZycera sont moins aisément déformables que ceux de Iirotoma-it; o us. 

La forme reste subsphérique (diamètre moyen 20 L ) sauf pour 1- 
quelques cellules de grande taille et de forme irrégul:' iere cd- 

ractérisées par la présence de plusieurs noyaux accolés ou non 

(Pl. VII, figs 1 et 2). Toutes ces cellules, qu'elles soient 

mononucléées ou plurinucléées, se caractérisent par leur cytcb-- 

plasme uniformément coloré et la présence de petits 



(diamètre l r )  granules cytoplasmiques denses dispersés dans 

toutes la cellule (Pl. VII, figs 1 et 2). Tous les noyaux, 

sphériques, ont une taille pratiquement identique (4 de dia- 

mètre). 
s 

L'érythrocyte de GZycera se caractérise de prime 

abord par sa forme pleine et la grande quantité de matériel 

granuleux occupant l'ensemble du cytoplasme ; ce matérfel, 

apparemment tassé dans la cellule, donne à celle-ci un carac- 

tère à la fois d'homogénéité et de densité (Pl. VIII). La 

membrane cellulaire légèrement plissée sur toute la périphérie 

de l'érythrocyte évoque parfois des images de pinocytose ; elle 

apparaxt en outre en certain endroit rompue ; à ce niveau le 

contenu cytoplasmique se répand à proximité immédiate de la 

cellule comme sous l'influence d'une surpression interne 

(Pl. VIII) . Le noyau, subsphérique, est particulièrement riche 
en hétérochromatine) ; l'espace périnucléaire apparaît souvent 

dilaté (Pl. IX, fig. l), le nucléole est parfois visible 

(Pl. X, fig. 2). Le cytoplasme renferme quelques rares organi- 

tes dispersés à travers toute la cellule : des mitochondries 

et des formations vacuolaires. 

Les mitochondries sont en nombre très restreint, 

de petite taille (0,4Ue longueur) et de forme subsphérique ou 
I 

ovaloïde ; leurs crêtes, en nombre limité, sont généralement 

longues (Pl. IX, figs 1, 2, 3) . 
Les formations vacuolaires présentent le plus souvmt 

un contenu clair ; certaines contiennent cependant des formatic: 



de densité électronique élevée. 

Les vacuoles claires, de petite taille (0,l c de f 
diamètre), sont le plus souvent placées à proximité immédiate 

de la surface cellulaire (Pl. VIII) ; certaines apparaissent 

même en relation directe avec la membrane cellulaire évoquant 

un processus d'échange entre l'érythrocyte et le milieu extra- 

cellulaire ; d'autres serrées les unes contre les autres rap- 

pellent des figures golgiennes. 

Les vacuoles à contenu dense, plus grandes que les 

précédentes, ne présentent pas de localisation préférentielle ; 

elles sont en nombre restreint. Leur contenu est constitué de 

granulations agglomérées de densité électronique élevée 

(Pl. IX, fig. 2). 

A - RECHERCHE DU FER 

Des granules riches en fer sont mis en évidence par 

la méthode du Bleu de Prusse ; ils sont en nombre limité 

(2 granulations en moyenne) de petite taille et non observables 

dans tous les érythrocytes ( P l .  VII, fig. 3). 

B - RECHERCHE DE L'ACTIVITE PSEUDO-PEROXYDASIQUE 

Sur coupe semi-fine les érythrocytes de GZycera pré- 

sentent une activité pseudo-péroxydasique intense et identique 

d'une cellule à l'autre. Le noyau montre apparemment peu ou pas 

d'activité (Pl. VII, fig. 4). Au microscope électronique le 



cytoplasme apparaît comme fortement réactif, le noyau beaucoup 

moins (Pl. X, figs 1 et 2). Les vacuoles restent claires ; seul 

leur contenu granulaire présente la même densité électronique 

sur les échantillo'ns témoins incubés en l'absence de DAB et non 

colorés, les autres structures n'ayant aucun contraste (Pl. X, 

fig. 3). 

Les érythrocytes de G. convoZuta présentent sur le 

plan structural beaucoup d'analogies avec ceux de N. Zatericeus. 

Dans les deux cas il s'agit de cellules nucléées dont le cyto- 

plasme, chargé d'érythrocruorine et contenant relativement peu 

d'organites cellulaires, se caractérise par la présence de 

structures denses aux électrons et vraisemblablement riche en ' 

fer. Toutefois les érythrocytes de G. convoZuta diffèrent de ceux 

de N. Zatericeus par un certain nombre de caractères structurclüx 

liés au métabolisme cellulaire. En effet, alors que l'érythro- 

cyte de Notomastus ne comporte aucun des organites classiques de 

la cellule mais présente par contre certains aspects que nous 

considérons comme étant en relation avec la briéveté de la vie 

de cette cellule (importantes inclusions denses et systèmes 

membranaires intravacuolaires et surtout variabilité importante 

de la densité électronique du cytoplasme d'une cellule à l'autr~ 

l'érythrocyte de G. convoZuta contient des mitochondries et 

relativement peu d'inclusions denses intracytoplasmiyues et 

pratiquement pas de formations mernbranaires intravacuolaires ; 

cette observation suggère que les érythrocytes de G. convoZuia 



sont métaboliquement plus actifs que ceux de N. Zatericeus. 

D'ailleurs le caractère homogène de la densité électronique du 

contenu cytoplasmique des érythrocytes observés sur une même 

préparàtion permet de penser que l'espérance de vie de ces cel- 

lules est supérieure à celle des érythrocytes de N. Zatericeus ; 

d'autre part la présence constante de vésicules sous-plasmalem- 

miques claires suggère un processus de pinocytose, critère d'une 

certaine activit6 cellulaire. Des observations semblables ont 

été rapportées par SEAMONDS et SCHUMACHER ( 1 9 7 2 )  à propos des 

érythrocytes d'une espèce voisine G. dibranchiata . Ceux-ci com- 
portent en effet un certain nombre de mitochondries et même 

des systèmes vacuolaires interprétés comme étant des dictyoso- 

mes ainsi que des granules isolés ou associés assimilés à des 

ribosomes donnant à cette cellule l'aspect d'un globule rouge 

immature de Mammifère (SEAMONDS et SCHUMACHER, 1 9 7 2 )  ; néanmoins, 

selon ces auteurs, la synthèse protéique des érythrocytes de 

GZycera se situerait, si elle a lieu, à un niveau très bas. 

Quant aux corps denses intracytoplasmiques interprétés par 

SEAMONDS et SCHUMACHER comme des dépôts lipidiques, ils appa- 

raissent beaucoup plus nombreux que chez G. convoZuta par contre 

les vésicules claires et les vacuoles à contenu plus ou moins 

dense présentent un aspect et une distribution pratiquement 

semblable chez les deux espèces de GZycera. Nous pensons cornnie 

SEAMONDS et SCHUMACHER ( 1 9 7 2 )  et COWDEN ( 1 9 6 6 )  que les vacuoles 

dont la présence est fréquente dans les érythrocytes de GZycera 

correspondent à un processus d'autophagie ; ces formations, 

analogues d'ailleurs à celles rencontrées chez Notomastus, 

correspondraient peut être aux.premières phases de la mort 

cellulaire. 



CHAPITRE II 1 

RECHERCHE DES SITES DE SYIJTHESE 

DE L1ERYTHKOCRUORIliE ET DE LA CHLOROCRUORIiiE 



Nous avons vu que les hématies coelomiquesde GZgcera 

et de Notomastus peuvent être caractérisées par la présence de fer 

et une activité pseudo-peroxydasique typique des groupements hémiques. 

Nous avons appliqué ces techniques cytochimiques à la recherche des 

sites de synthèse des pigments porphyriniques d'Annelides en considé- 

rant à priori  que les cellules hématopoïétiques assurant cette syn- 

thèse présentent les I&ES caractères cytochimiques que les hématies. 

Cependant, étant donné que .la présence de fer et d'une activité peroxy- 

dasique put être considérée camne des indices à la fois d'une synthèse 

ou d'une destruction de pign-mt, nous avons eu recours à l'autoriadio- 

graphie afin de déterminer si les cellules détectées par la cytmhimie 

sont capables d'incorporer des précurseurs de l'hème : le 55 Fe et 

3 l'acide A aminolevulinique2,3 H. 

Ehfin, afin d'éviter de confondre cellules hématopoie- 

tiques et hématies qui, nous l'avons vu, possèdent aussi du fer et une 

activité pseudo-peroxydasique, nous avons limité notre étude aux pig- 

m t s  dissouts, l'érythrocruorine et la chlorocruorine. Quatre espèces 

ont été étudiées : Arenicola Linné et Nephthys hombergii 

AUDOUIN et Edwars pur l'érythrocruorine, Sabella pavonina Linné et 

Pomatoceros tr iqueter  Linné pur la chlorocruorine. 

1 - RECHERUE DU FER 

L ' m  des coupes histologiques traitées par la mW-ioiie 

du Bleu de Prusse (Réaction de Perls) nous a permis de détecter des gra- 

nules Perls positifs dans divers tissus des quatre espèces étudiées et 

de distinguer des zones particulièrerrent riches eri fer. 



Celles-ci correspondent à un tissu &rivasculaire localisé soit sur le 

vaisseau ventral, soit sur le vaisseau dorsal (ou sur les deux à la fois); 

soit encore sur des rardfications vasculaires de faible diamètre. Ce tissu 

riche en fer s'étend sur des @ions relativement limitées de vaisseaux 

mis dont l'étendue varie néanrrioins selon l'âge et la taille du ver consi- 

déré. 

Chez l'Arénicole, le tissu périvasculaire riche en fer 

est localisé autour de ramifications du vaisseau dorsal ou ventral (ou 

des deux à la fois) ; ces ramifications, en nombre très irriportant, cons- 

tituent des fins coeck (40 I L  de diamètre) à partir de la zone de 

jonction estomc-intestin jusqu'à la partie postérieure en donnant à cette 

zone un aspect chevelu. 

Ces coecums sont bordés un tissu décrit par de nom- 

breux auteurs sous le vocable de tissu chloragogène (voir Breton - Gorius, 
1963). Ce tissu se rencontre aussi autour des vaisseaux longitudiimux 

dorsal et ventral, et parfois sur certains vaisseaux de la paroi du corps 

(Pl XI fig 1) ; il est représenté par une seule couche de cellules allon- 

gées perpendiculairement à l'axe du vaisseau qu'elles bordent. Chez les . 

jeunes arénicoles, le tissu chloragogène ne f o m  pas une couche continue, 

les cellules n'étant pas toujours jointives ; chez l'anirral âgé, le namSre 

de cellules est très imprtant et le revêtement chloragogène continu. Dans 

tous les cas, les cellules chloragogènes ont une structure d'aspect vacm- 

laire et se caractérisent pas des inclusions brunâtres de 1 à 2 

diamètre. 
r. de 



Chez Nephthys l e  t issu périvasculaire riche en fer se 

situe sur des pet i ts  vaisseaux (10 à 20 de diamètre) irriguant les  r 
parapodes de l a  portion du corps allant du 20e au 40e s e p t  environ ; cet te  

zone peut ê tre  plus étendue chez l e s  individus de grande taille (Pl XI f ig  2) 

Le t issu riche en fer es t  constitué de cellules p l p r p h e s  à contour irré- 

gulier caractérisées par l a  présence d'inclusions arrondies de 2 

diamètre. 

Chez Pomatoceros l e  t issu périvasculaire riche en fer  

es t  localisé dans l e s  deux premiers segments thoraciques sur l e s  vaisseaux 

placés latéralement entre l e  tube digestif e t  l a  musculature. (Pl X I ,  f i g  3 ) .  

Il est formé d'une seule couche de cellules dispsées régulièrement sur l a  

paroi du vaisseau c m  les  cellules chioragogènes de l'Arénicole ; corn 

celles-ci, e l les  possèdent aussi des inclusions cytoplasmiques, qui par- 

fois, se confondent ax7ec des évaginations du vaisseau à l ' intérieur du 

tissu périvasculaire. 

Chez l a  SabeZZa l e  t issu périvasculaire riche en fer 

entoure l e  vaisseau longitudinal ventral et sur certaines raiifications 

latérales dans une zone comprise entre l e  20 e e t  l e  60e secpmt 

(Pl XI, f ig  4 ) .  Il est  généralement localisé sur certaines parties seule- 

ment de l a  paroi vasculaire, e t  montre comme l e  t issu chlorogogène, un 

aspect lacuneux dû à l a  présence de nombreuses vacuoles. 

Avant de rechercher l e s  zones présentant une activité 

pseudo-proxydasique, nous nous sonmes assurés que l e s  picpnents prphy- 

riniques dissouts oxydent aussi le DAI3 en présence d1H2O2. 



Nous avons pu constater que. dans tous les cas étudiés (Arenicola, Nephthys, 

SabeZLe, Pomatoceros), le sang présente une activité pseudo-péroxydasique 

intense (Pl XII, fig 4 et 5) ; cette réaction pemet d'ailleurs de visuali- 

ser de façon très claire le réseau vasculaire (Pl XII fig. 1, 2 et 3). 

L'étude des échantillons traités par le DAI3 a pexmis de 

déceler une activité pseudo-peroxydasique nette au niveau des tissus péri- 

vasculaires dans lesquels nous avons détecté la présence de fer par la 

méthode du Bleu de Prusse (chapitre précédent), c'est-à-dire dans le tissu 

chloragogène de l'Arénicole, dans le tissu entourant les vaisseaux parap- 

de Nephthys, les vaisseaux latéraux antérieurs de Pomatoceros, 

le vaisseau ventral et ses ramifications chez la SabeZZa (Pl XII, 

fig 1, 2, 3 et 4). Dans tous ces cas, l'activité peroxydasique se situe 

au niveau de granule de 1 à 2 de diamètre ; cette activité apparaît r 
d'ailleurs toujours plus intense que celle du sang. Lorsque les échan- 

tillons sont incubés dans le milieu de Graham et Karnovsky dépourvu du 

DAB, les granules et le sang ne sont pas colorés. 

RESULTATS AüTOPAD 1 OGR4PH 1 QUES 

Notre travail a été limité à la biosynthèse de l'éry- 

throcruorine chez les deux espèces étudiées ("~e~hthys et Aî~enicoZa) et 

constitue une étude préliminaire de l'incorporation de 55 fer et de 

l'acide A amino-lewlinique 2 -33~ après injection coelomique. 

Dans les conditions de nos ex-@riences, nous avons cons- 

taté une incorpration rapide du fer et relativement lente de l'acide 

A aminolewlinique. Pour une incubation de 3 hl on obtient un mquage 

important pur le fer et relativemuit faible pur l'acide A aminolevulini- 

que ; pur ce dernier, une incubation prolongée (18h) nous a donne des ré- 

sultats satisfaisants. 



1 ) NEPHTHYS -------- 

Les résultats obtenus chez cette espêce sont particulière- 

ment nets. Les deux précurseurs utilisés sont incowrés de façon intense 

dans le tissu accolé aux petits vaisseaux parapdiaux (Pl XIV, fig 3 et5) 

aucun autre marquage n'ayant été décelé ailleurs. 

2) ARENICOLA --------- 

Chez cette espèce, nous avons observé une incorpration 

de l'acide aminolevuiinique dans le tissu chloragogène (Pl XIV,fig14) 

et l'épideme. Le fer a été incorporé dans le tissu chloragogène (Pl XIV, 

fig 1 et 2) et les tissus péritoneaux (feuillet coeloroique péri-intestinal, 

dissépimentaire et musculaire.) 

IV - DISCUSSION 

Nos observations mntrent que dans chacune des espèces 

étudiées existe un tissu riche en fer et présentant une activité peroxy- 

dasique peniiettant de le distinguer nettenent de toutes les autres struc- 

tures de ltAnnélide. Ce tissu apparaît toujours localisé à la périphérie 

de vaisseaux de faible calibre (cas des vaisseaux parapodiaux de Nephthys, 

des coecums chloragogènes de llArenicole, des vaisseaux latéraux antérieurs 

de Pomatoceros) mis aussi de vaisseaux de plus gros diamètres corn les 

vaisseaux longitudinaux dorsal ou ventral (cas de l'Arénicole et de la 

Sabelle). Le plus souvent le tissu périvasculaire riche en fer et à acti- 

vité peroxydasique est localisé dans une certaine région du corps qui peut 

être étendue (cas de l'Arénicole de Nephthys de la Sabelle) ou réduite 

(cas de Pomatoceros) . 



La présence de fer à l'intérieur de tissus sup~psés hématopiétiques a été 

soupçonnée par quelques auteurs sur la base d'arguments mrphologiques 

(présence de Ferritine - Breton-Gorius, 1963 ; Roche, 1964 - ou de maté- 
rieluFerritin"- Like - Postwald, 1969 ; .h&tine - Dales et Pell, 1970), 
mis non vérifiée cytochiniquement. 

Par contre, de la coproprphyrine III a été mise en évi- 

dence biochimiquement chez UQ certain nombre dVAnnelides Polychètes 

(Kennedy et Dales, 1958 ; Mangum et Dales, 1965). Là encore, aucune re- 

cherche cytochimique des porphyrines n'a été entreprise, mis les auteurs 

considèrent que la présence de cette substance correspond à une synthèse 

de pigment respiratoire dans des tissus tels que le corps cardiaque. Dans 

ce dernier tissu Dales (1965) a d'ailleurs mntré l'existence d'hématine p r  

spectrophotométrie. Il apparaît donc que les résultats et observations 

de ces différents auteurs ne permettent pas d'apprter d'arguments décisifs 

quant à l'origine tissulaire du pigment respiratoire. Dans le cas des 

espèces que nous avons étudiés, la présence simultanée de fer et d'une 

activité peroxydasique dans le tissu périvasculaire de certaines zones du 

corps permet de Wser que ce tissu est impliqué dans le métabolisme du 

pigment respiratoire. 

Toutefois, nos observations ne pettent pas de consi- 

dérer la présence de fer et l'activité péroxydasique de ces cellules 

corn étant en relation avec une synthèse de pigment ; en effet, la dé- 

gradation de pigment peut aussi se mifester cytochimiqumt de la 

même façon. Il importe donc, dans ces conditions, d'apprécier le &tab- 

lisme de ces cellules par l'autoradiographie. Nos résultats bien que 

encore préléminaires permettent de penser que, au mins p u r  Nephthys e t  

Arenicola, le tissu périvasculaire caractérisé cy-tochimiquement par une 

richesse en fer et une activité peroxydasique assure la synthèse d'érythro- 

cruorine car il incorpxe 1.e fer et l'acide A amuiolevulinique 



i n t d i a i r e  de la  biosynthèse de ce pigment alors que l e s  autres t i s sus  

ne manifestent aucune act iv i té  particulière vis à vis de ces substances. 

59 Une incorporation de fe r  ( Fe) a aussi é t é  observée chez une Annélide Poly- 

chète par un t i s su  supposé hh topoié t ique  (le wrps  cardiaque) Mis le 

métabolisme des porphyrines n 'a  pas é té  étudié par ce t te  méthode ( D a l e s  et 

Pell,  1970). Par wntre ,  l ' u t i l i sa t ion  simultanée de ces deux précurseurs 

a permis dans d'autres groupes l a  localisation de cellules respnsables 

de la synthèse de pi-t respiratoire c o r n  celles de l a  lignée rouge 

chez Lineus montagu (Vernet e t  Gontcharoff, 1975) e t  le wrps  gras de 

Chironomus thwnmi (Bergstrom et Robinson, 1977). 



ULTRASTRUCTUPE DES ZûiiES 

RICHES ET4 FER ET L)AB POSITIVES, 



Nous avons constaté que chez chaque espèce étudiée existe 

un tissu situé autour de.certains vaisseaux, particulièrement riches en fer 

et présentant une forte activité péroxydasique. Une étude autoradiographi- 

que basée sur l'incorporation de deux précurseurs de l'hème, le fer et 

l'acide A aminolevulinique et pratiquée sur deux espèces à érythrocruo- 

rine dissoute nous a pemiis de considérer ces zones COMIE des sites possi- 

bles de synthèse de pigment respiratoire. Dans ce chapitre, nous décrirons 

l'ultrastructure de ces tissus et rapporterons nos observations q t o c h i -  

miques relatives à la recherche de l'activité peroxydasique de ces tissus 

à l'échelle du microscope électronique. 

LE TISSU CHLORAGOGDiE DE L'APaICûL A PNRIIiA L 

Il est canstitué d'une couche de cellules allongées per- 

pendiculairement à l'axe du vaisseau sur lequel elles sont attachées ; 

caractérisées par un nambre irrq-rtant d'inclusions cytoplasmiques (PL XV, 

fig 1). Celles-ci peuvent être groupées en trois catégories : inclusions 

très denses, inclusions de densité électronique myenne et inclusions gra- 

nuleuses. 

1) ---------------- Inclusions denses (Pl. XV, fig 2 ; Pl. X V I ,  fig 1) . 
De densité électronique élevée, ces inclusions, parfois 

entourées d'une membrane, se présentent comme des sphères de diamètre 

1 L environ, dans quelques cas où la densité électronique estmins forte, t 
une structure granuleuse est décelable à l'intérieur de ces inclusions. 



2) Inclusions de densité électronigue mvenne (pl XVr figo 2 

Pl XVI fig. 1). 

lbins compactes que les inclusions précédentes, elles 

présentent des formes plus variées qui résultent waisemblableni-tent de la 

pression exercée par les inclusions denses au rrûment de la fixation ; la 

plupart ont néanrroins une forme sphérique (diamètre cwpris entre 1,s 

et 2 fi ) .  A faible yrossissenu3lt, ces inclusions apparaissent comrri étant 

relativement homgSnes. Un examen plus attentif révèle néanmins une légère 

différence de densité électronique entre la périphérie (+ claire) et le 

coeur de l'inclusion ; d'autre part, certaines contiennent des structures 

denses de 0,4 r diamètre environ ainsi que de très fines granulations 

denses situées généralement à la périphérie (Pl. XVI, fig. 1). Aucune 

nenïbrane limite ces inclusions. 

3) Inclusion~~c[ranuleuses (Pl. XVI, fig. 1) 

Il s'agit de formations sphériques non limitées par une 

membrane dont la densité électronique varie en fonction de la quantité de 

granules présents à l'intérieur de l'inclusion ; dans certains cas, les gra- 

nules ap~aissent sous la forme de cristaux ; (Pl. XVI, fig. 2) un mteriel 

de densité électronique identique à celles des inclusions denses décrites 

précédament se rencontre parfois dans certaines inclusions granuleuses, 

évoquant une filiation entre ces deux types d'inclusions. 

En dehors de ces inclusions, le cytoplasme contient les 

organites classiques de la cellule, mitochondries, réticulum endoplas- 

mique. 



Toutefois, la fixation n'est j a i s  excellente en dépit des soins aprtés 

à la prépration.des liquides fixateurs. On observe aussi de ndreuses 

plages granulaires plus ou mins denses résultant vraisemblablement de la 

dispersion d'inclusions ainsi qu'un système vacuolaire caracté- 

risé essentiellement par l'existence d'une grosse vacuole apicale occuWt 

toute la largeur de la cellule et contenant un matériel granulaire peu abon- 

dant dispersé dans toute la vacuole (Pl. XV, fig. 2). L'application de la 

technique de Graham et Karnovsky sur le tissu chloragogène révèle une acti- 

vité péroxydasique intense sur les inclusions granulaires. Celles-ci sem- 

blent présenter une dureté particulière qui fait vibrer la coupe à leur 

niveau (Pl. XVI, fig. 3). Cette activité est aussi décelable au niveau des 

inclusions denses mis apparaîtrmins nettement en raison de la densité 

même de ce type d'inclusion. Nous n'avons pas observé de réaction à l'in- 

térieur du réticulum endoplasmique et des dictyosomes. 

B) DISCUSSION , 

La présence d'hérrsglobine à l'intérieur des cellules cNo- 

ragogènes a déjà été dhntrée au microscope photonique par la coloration 

au Cyanol, l'exarrien des coupes dans la longueur d'onde 414 nm (bande de 

Çoret) et au microscop électronique grâce à la forme caractéristique de 

la mlécule (Breton - Gorius 1963). Nous avons pu confirmer cette obser- 

vation par la technique de Graham et Kamovsky qui révèle une activité 

péroxydasique à la fois sur les inclusions denses (chlorasoçona-s de Breton- 

Gorius 1963) et les inclusions manulaires ; si ces dernières represen- 

tent .sous conteste de l'hénr>slobine, il est plus difficile eepmd-ant'd'in- 

terprêter l'activité p6roxydasique sur les inclusions denses. 



Selon Fbmieu (1923), les chloragosames seraient des con- 

crétions puriques à noyau d'urate acide de sodium, entourés d'une écorce 

lipoïde chargée d'une péroxydase.Breton-Gorius{1963) a observé conme nous- 

même une relation mrphologique entre les chloragosanies et les inclusions 

granulaires (existence de matériel dense à l'intérieur d'une inclusion 

granulaire - aspect granulaire de certaines inclusions denses) sans pur 
autant pouvoir affirmer l'existence d'une relation entre ces deux struc- 

tures ; la présence d'une activité péroxydasique dans les inclusions den- 

ses purait constituer un argument suppl~taire en faveur d'une parente 

entre ces deux structures. 

I I - TISSU PERIVASCULAI PIE LATERAL DE flephthys hornbergii AUD, ET h. 

A) OBSERVATIONS 

Les cellules périvasculaires de Nephthys sont caractérisées 

par un polymrphisme imprtant et la présence dans le cytoplasme de nombreu- 

ses inclusions (Pl. XVII, fig. 1). Leur noyau présente souvent la pzticu- 

larité de psséder un ou parfois deux agglomerats sphériques ( j u q i ' à  2 r 
de diamètre) constitués par des particules de 0,03 de diamètre environ 

(Pl XVII, Fig 2). Outre les inclusions, le cytoplasme possède le réticulum 

endoplamique et l'appareil de Golgi particulièrement bien développés (Pl. 

N I 1  fig. 1 et 2) , le glycogène est très abndant (Pl XVïII, fig . 2) . 
Les inclusions cytoplasmiques sont de plusieurs types (Pl XVII, fig. 2). 

1) Inclusions denses ---------------- 

Ce sont les plus nombreuses. Souvent sphériques (diamètre 0,s 

à 2 1 ) elles présentent un contenu granuleux de densité électronique 1 
élevée relativement homgène et réagissant positivenent à la technique de 

Graham et Karnovsky (Pl. XVIII, fig. 4 ) 
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Ces bclusions voisinant avec des fomtions de même structure mis dont 

la densité électronique est moins élevée. 

2) Inclusions à contenu hétérogène .......................... --- 

Ces inclusions rappellent des cytolysomes ; de ~ & T E  taille 

que les précédentes, elles contiennent différents types de structures 

membranaires et de petits agglomérats présentant une activité pseudo- 

péroxydasique iniportante (Pl.. XVIII, Fig. 4 ) . 

3) Inclusion à faible densité électronique .................................... - 

Celles-ci, relativmt rares sont reconnaissables à leur 

f o m  irrégulière plus ou mins étoilée ; elles sont, contrairenent aux 

précédentes, dépourvues de membrane limitante (Pl. XVII, fig. 2). 

Il existe aussi de petites inclusions sphériques (0,2 -1 1 
de diamètre environ) à contenu dense placées à proxjmité des dictyosames 

\ 

(Pl. XVïII, fig. 1) ; celles-ci, correspondant vraisemblablemnt à des 

vésicules golgiem~es réagissent aussi positivement à la technique de 

Graham et Karnovsky (Pl XVIII, fig. 3 ) . 

Les cellules périvasculaires de la région paramale des 

Nephthys se présentent corne des cellules présentant une activité synthé- 

tique élevée, eu égard à leur richesse en ergastoplasnie et en dictyosomes. 

L'activité de ces derniers semblent se traduire par la production d'un nom- 

bre imprtant de vésicules golgiennes caractérisées par un contenu dense 

et DAB positif. 



Toutefois, la filiation entre ces vésicules et les grosses inclusions 

denses reste hypthétique. D'autre part, le problème de la destinée de 

ces formations et notarunent de leur rôle dans l'érythropïèse reste psé 

d'autant que certaines inclusions présentent un aspect cytolosomial 

(inclusion à contenu hétérogène). 

TISSU PtRIVASCULAIRE VEinNL fl U-\EWI\L Dt SABELLA PAVONIJIA L. 

A) OBSERVATIONS 
- 

C o r n  chez l'Arénicole et Nephthys , le tissu périvas- 
culaire riche en fer et DAI3 positif est caractérisé par 1 'abondance d' inclu- 

sions (Pl. XIX, fig. 1) que l'on peut grouper en deux catégories en fonc- 

tion de leur densité électronique. 

1) - Inclusions denses ----------------- 
\ 

Ces inclusions d'aspect granuleux sont parfois entourées 

par un matériel mins dense et d'aspect floconneux ; un matérie@ finment 
/ 

granuleux existe dans certains cas autour des inclusions denses. Souvent 

sphérique (diamètre compris entre 0,4 et 1 A ) ,  elles peuvent n é m b s  I 
présenter des contours angulaires (Pl XIX, Fig. 2). 

2) - Inclusions de densité électronique m x m e  ............................... --- 

Ces inclusions généralement sphériques (diamètre capris 

entre O,6 r et l,8 * ) se caractérisent dans certains cas par la pré- I 
sence de f o m s  para-cristallines (Pl. XIX, fig. 3 ; Pl. XX, fig.1 ) ; 

celles-ci peuvent occuper l'ensemble de l'inclusion ou affecter une w i e  

seulement de celle-ci notamment sur sa griphérie. 



Ces deux types d'inclusions réagissent psitivemnt à la technique de 

Graham et Kamovsky (Pl. XX, fig. 2) . Cette technique révèle aussi les 
limites cellulaires. 

Les cellules du tissu périvasculaire se caractérisent aussi 

par leur richesse en riboms libres ; L'ergastoplarne est représenté par 

quelques tubules situés à la périphérie de la cellule, l'appareil de 

Golgi très peu développé, voire absent. Le cytoplasne contient un certain 

nombre de vacuoles dont certaines contiennent un matériel analogue à celui 

constituant les inclusions denses ; d'autres riches en vésicules et sys- 

tèmes maioranaires évoquent des cytolysomes. 

B) DISCUSSION 

Le tissu périvasculaire ventral et latéral. de SabeZZa 

se caractérise corne celui des espèces à érythrocruorine par la présence 

d'inclusions plus ou mins denses. De telles inclusions ont aussi été 

décrites chez deux autres espèces possédant de la chlorocruorine 

MyxicoZa infundibuzwn (Dales et Pell, 1970) et Spirorbis vitreus 

(Potswald, 1969) ; elles sont considérées corn de l'hktine (Dales et 

Pell , 1970) ou du matériel "Ferritin-like" (Potswald, 1969). Dans le cas 

de SabeZZa , il est vraisemblable que les inclusions myennawnt denses 

représentent de la chlorocruorine corn en t&migne l'aspect para-cristal- 

lin de leur contenu. Toutefois, le contenu des inclusions denses est plus 

difficile à interpréter ; il est vraisemblable que sa nature est proche de 

celui des inclusions myennmt dense en raison de son caractère DFLB psi- 

tif ; cependant l'aspect ultrastructural suggère qu'il correspond à un état 

interniédiaire du métabolisme du pignent sans que l'on puisse pur autant 

préciser s'il s'agit de synthèse ou de dégradation. 



L'identification au microscope électronique des cellules 

périvasculaires de Poniatoceros ne présente pas de difficulté. Ce tissu 

se caractérise notanment par le développement considérable du réticulum 

endoplasmique granulaire, le caractère granuleux du cytoplasme, la pré- - 

sence de nombreuses inclusions denses et d'évagination du vaisseau san- 

guin qu'elles bordent. Les cellules constituant ce tissu forment un tissu 

relativement lache dont une faible surface seulement est en contact avec 

le vaisseau. (Pl. XXï, fig. 1) 

La presque totalité de la cellule est occupée par le réti- 

culum endoplasmique granulaire. Celui-ci est constitué par un ensemble de 

tubules et de vésicules correspndant vraisembleblenient à des sections 

de tubules (Pl. X X I ,  fig. 2. Le plus souvent, les tubules se présentent 

sous la forme d'empilerrients concentriques. La linnière du réticulum est oc- 

cupée par un mtériel très ténu d'aspect filamenteux. (Pl. XXI, fig. 3). 

L'appareil de Golgi n'apparaït pas partidièrerent développé ; ses vési- 

cules contiennent un matériel granulaire évoquant le pipent respiratoire 

(Pl XXII, Fig. 1). 

Cinq types d'inclusions se rencontrent dans le cytoplasm. 

- Inclusions de densité électronique élevée. 



Ces inclusions, d'aspect compact, présentent un contour 

irrégulier et apparaissent constituées d'un agglomérat d'inclusions plus 

petites, elles mêmes formées de granules grossières (Pl. X X I ,  fig. 2). 

- Inclusions f i n m t  granuleuses 

Celles-ci peu abondantes sont formées de granulations 

très petites se détachant nettmt sur un fond clair ; elles sont dé- 

pourvues de membranes limitantes (Pl XXI, Fig. 3) 

- Inclusions circulaires 

De densité électronique myenne, elles se caractérisent 

par leur f o m  circulaire bien définie, et la présence de plages claires 

à l'intérieur ; dans certains cas, elles contiennent des structures denses 

(Pl XXII Fig . 2) . 

- Formtions myéliniques 
Ces fonnations cotoient les inclusions denses décrites 

ci-dessus et semblent dans certains cas, faire partie de ces inclusions 

(Pl. X X I ,  fig. 2) 

- Lacunes sanguines 
Elles apparaissent à première vue cornne des vacuoles 

cytoplasmiques remplies de chlorocruorine. Un exanw attentif mntre cepen- 

dant qu'elles sont bordées c m  les vaisseaux sanguins par une lam. basa- 

le ; il s'agit donc très vraisemblablement d'évaginations du vaisseau 

sanguin isolées de celui-ci par le plan de coupe (Pl XXII, fig. 3) 

Toutes ces inclusions (exception faite des fonnations myé- 

liniques) réagissent psitivement à la technique de Graham et Kanwvsky. 

(Pl. XXII, fig. 4) 



Le tissu périvasculaire de Pomatoceros présente une 

activité synthétique élevée attestée par le développement considérable 

de l'ergastoplasme. Toutefois l'appareil de Golgi apparaît peu important. 

Potswald (1969) a aussi observé, dans les cellules périvasculaires de 

Spirorbis, un U-riportant reticulum endoplasmique granulaire dont la lu- 

mière contient soit un matériel floconneux analogue à celui que nous 

avons décelé chez Pomatoceros , soit des particules considérées c m  

étant de la chlorocruorine. Selon cet auteur, la chlorocruorine serait 

synthétisée ,par l'ergastoplasme sans intervention de l'appareil de Golgi 

et acheminée v ia  ce dernier à l'intérieur de vésicules jusque dans la 

lumière du vaisseau. Nous avons aussi observé des vésicules contenant 

de la chlorocruorine, mais dans notre cas, la plupart d'entre elles au 

mins correspondent à des évaginations du vaisseau qui pénètre à l'in- 

térieur de la cellule, et ne correspondent donc pas à une forme de trans- 

port du pignent synthétisé. Chez Spirorbis Potswald a aussi décrit 

des inclusions denses et des cytolysomes à l'intérieur des cellules périvas- 

culaires ; selon cet auteur les inclusions denses correspndraient aux 

chloragosomes de l'Arénicole et constitueraient des réserves de fer né- 

cessaire à la synthèse du pigment. 

L'étude au microscope électronique des tissus périvascu- 

laires riches en fer et DAB positifs révèle un certain nombre de puits 

comuns qui semblent devoir être en relation avec le métabolisme des pig- 

ments respiratoires. 



Tous ces tissus se caractérisent en particulier par la 

présence dans leur cytoplame d'inclusions de densité électronique plus ou 

mins élevée et le plus souvent d'aspect granulaire ; ces inclusions denses 

cotoient généralement des structures de type lysoçomial. Le cytoplasne 

contient dans la plupart des cas des organites tels que ergastopla- 

et appareil de Golgi en relation avec les activités de synthèse de la cel- 

lule, mis dont le développement est plus ou mins irriportant : développ- 

ment considérable chez Pomatoceros , faible chez Arenicola . L'ensemble 
?' 

de ces observations ne peut être interprété qu'avec prudence tant q'une 

étude autoradiographique de l'incorporation des précurseurs des pigments 

n'aura pas été effectuée. Il est vraisemblable que ces cellules puissent 

être considérées corne hérnatopoiétiques, mis leur métabolisme reste à pré- 

ciser. En particulier, il importe de déterminer la signification des in- 

clusions denses caractéristiques de ces cellules ; deux hpthèses peu- 

vent être avancées : ou bien ces fonrations représentent une f o m  de 

stockage de produits nécessaires à la synthèse du pignent ou encore résul- 

tent des produits de destruction ; le tissu périvasculaire aurait, dans 

ces conditions une double fonction : synthèse et destruction du pigment, 

impliquant le recyclage ,prmnerk Se ce 2ernier. 



Les pigments porphyriniques d'Annélides polychètes 

(érythrocruorine et chlorocruorine) pssèdent une activité pseudopéro- 

xydasique qui a pu être mise à profit pur caractériser les cellules 

transprtant (coelomcytes) ou synthétisant ces pigments. Il s'agit de 

cellules présentant un certain nombre de points cormruns en relation avec 

leur métabolisme particulier. Elles sont en particulier riche en fer et 

contiennent des inclusions denses et des formations membranaires évo- 

quant descytoloçomes. Il imprtera toutefois de rechercher l'activité 

lysosorniale à la fois des hématies et des cellules respnsables de la 

synthèse du pigment pur apprécier la signification de ces fomtions 

q t e  tenu de la spécialisation de ces deux types de cellules. Il est 

vraisemblable que dans les hématies, les fomtions de type cytolyse- 

somial soient en rapport avec l'agonie cellulaire corm en térrioignent 

certains aspects héanlytiques de cellules sanguines. Dans les tissus 

supposés hémtopoïétiques, l'interprétation est plus délicate en l'absence 

de données cytochimiques et autoradiographiques appropriées ; Il est 

pssible que ces formations soient aussi de type lysosornial, la présence 

de cytolosorne n'étant pas incompatible avec une activité synthétipe 

(Naplitano, 1963). Il est vraisemblable aussi qu'elles interviennent dans 

la synthèse du pipent et constitueraient alors des réserves de substances 

destinées à être utilisées dans l'édification de la mlécule de pigment. 

Il conviendra donc d'établir les relations existant entre ces i~clusions 

et les organites assurant la synthèse du pipent ; seule l'autoradiograpkie 

à haute résolution perniettra d'apprter un élément de répnse à ce pro- 

blème. 
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PLANCHE 1 

Erythrocytes de Notomastus Latericeus Sars : exam?n in vivo 

Fig. 1 : Petit groupe d'érythrocytes tendant à se séprer l'une de l'autre 

Noter la déformation plus ou moins importante de certaines d'entr< 

elles et la présence de nombreuses vacuoles pourvues ou non de 

grains denses isolés ou groupés ; Flèche : noyau 

Fig. 2 : Agglomérat d'érythrocytes observé à l'extérieur du corps 

Frottis coloré au May Grunwald et Giemsa -------------.------- ------------------- 

Fig. 3 : Ramrguer la diversité de la f o m  de l'érythrocyte, la présence 

de 2 noyaux dans certaines cellules (Flèche), l'état groupé des 

inclusions cytoplasmiques de la majorité des cellules. 

Fig. 4 : Flaarguer l'aspect cristallin de certaines inclusions et la pré- 

sence de petites granules sphériques basophiles (astérisques). 





PLANCHE II 
-------- 

Erythrocyte de Notomastus Latericeus Sars : Microscope électronique 

Erythrocyte, vue générale : N& 1 'aspect granuleux du noyau e t  du 

cytoplasme, la  présence des vacuoles à contenu opaque aux électrons, 

l'aspect plissé de la  membrane cellulaire. 





PLANCHE III 
--------- 

F,rythrocyte de Notomastus Latericeus Sa.$ : microscopie électronique 

Fig. 1 : Détail du noyau : Le nucléole est présent, les 2 feu i l l e t s  de 

l'enveloppe nucléaire bien visibles, le  nucléoplasme dense. 

Catparer la densité du cytoplasme avec celui de la  f ig .  2 

v. vacuole. 

Fig 2 : Agglamerats granulaires l ib res  dans le Scoplasme (fleche). 

N o t e r  la densité cytoplasmique. v. vacuoles. 





Eqthmc$tes de Notomastus Latericeus Sars : microscopie électronique 

Fig. 1 : AIMs de concrétions granulaires intravacuolaires ; remarquer 

les zones de rupture de sa n-embrane vacuolaire (astérisque), 

la présence de vésicules intravacuolaires. 

Fig. 2 Détail de concrétions vacuolaires. Même légende que la fig. 1 

Fig. : Vacuole à membrane partiellement rcmrpue : remarquer à côté 

des formations granulaires et vésiculaires, la présence des 

Wranes non fermées dont les bords s'enroulent sur eux-r&nes 

Noter la présence d'une formation évoquant le réticulum endo- 

plasmique (flèche) . 

Fig. 4 : . Détail de vacuoles à contenu fibrillaire et mmbranaire (flèch 

n : noyau 

Fig. 5 :' Formation mmbranaire évoquant le reticulum endoplasmique 

(flèche) ; à côté une vacuole à contenu granulaire n : noyau 





Erythrocytes de Notomastus Later$ceus Sars : Etude cytockimique 

Fig. 1 : microscope PHWNIQUE : Réaction de Perls, sans coloration 

de fond : de nombreux granules analogues à ceux observés sur 

frottis réagissent psitivement à la réaction de Perls. 

Fig. 2 : microscope PHOTONIQUE : réaction pseudopércjxidasique (coupe 

semi-fine non colorée) ; l'intensité de la réaction pseudo- 

péroxidasique varie d'une cellule à l'autre ; le noyau et le 

cytoplam réagissent psitivmt au DAB. 

Fig. 3 : microscope électronique : réaction pseudo-pérbxidasique l'in- 

tensité de la réaction pseudo-péroxidasique du cytoplasnie est 

égale à celle du noyau (n) ; les agglomérats granulaires (flè- 

ches) présentent la nême densité électronique que sur les 

échantillons ténu>ins (f ig 4) . 

Fig. 4 : Microscopie Electronique : Téminsans DAB, non coloré (voir 

légende f ig 3) . 





Eqthmcytes de Notomastus Zatericeus Sars : Etude cytochimique 

Fig. 1 : microscope électronique : réaction pseudo-péroxidasique : 

le cytoplasme pr6sente une réaction pseudo-péroxidasique 

plus faible que le noyau 

L'ovocyte (flèche) ne réagit pas. 

Fig. 2 : Détail d'un érythrocyte : même légende que fig. 1 ; le 

nucléole est visible (flèche). 





PLANCHE VI1 

Erythrocyte du GZycera convoZuta K. : microscopie photonique 

Frottis coloré au May - Grunwald et Giemsa .................... ------------------- 
Fig. 1 : Erythrocyte à noyau dense (flèche) 

Fig. 2 : F,rythrccyte à trois noyaux (flèche) 

Etude cytochirnigue ------- ------- -- 
Fig. 3 : Réaction de Perls ; les flèches indiquent les granules 

réagissant positivement à la réaction de Perls. 

Fig. 4 : Réaction pseudo-péroxydasique (coupe s&-fine non colorée). 

Le noyau ne présente pas d'activité ; l'activité du cytoplasme 

est très élevée. 





PLANCHE InII 

Erythrocyte de Glycera convoluta K.:Microscopie Electronique 

Vue générale d'un érythrccyte. Noter le caractère mnpact du contenu 

cytoplasmique, la présence de petites vacuoles corticales (flèches). 

Le noyau (n) est très hétérochromatique. 

La msmbrane est rompue en certains endroits, laissant échapper dans le 

milieu ambiant, du cytoplasme et parfois certains corps denses (astérisque). 





PLANCHE IX 
---------- 

Eqthmqte de GZycera convoZuta K. : Microscopie photonique 

Fig. 1 : Détail d'érythrocyte mntrant le noyau, une mitochondrie et 

quelques vésicules claires. 

Fig. 2 : Détail d'érythrocyte mntrant des amas granulaires denses intra- 

vacuolaires à prordnité d'une mitochondrie. 

Fig. 3 : Détail d'érythrocyte mntrant trois vacuoles contenant un 

matériel granulaire de densité variable d'une vacuole à l'autre, 

en bas à droite, une mitochondrie. 





PLANCHE X 
---------- 

Ekythrocyte de GZycera convaluta K. Activité pseudo-psroxydasique 

--- - 

Fig. 1 : Vue générale d'un érythrocyte. Le cybplarnie présente une 

activité pseudo-peroxydasique intense, le noyau reste clair ; 

les vésicules et les mitochondries ne mntrent aucune réaction. 

Fig. 2 : Détail du noyau. Son contenu ne semble pas présenter d'activité 

pseudo-péroxydasique ; la chromtine et le nucléole sont bien 

visibles. 

Fig. 3 : Détail d'un érythrocyte t h i n  (incubation en l'absence du DAI3 

sans coloration). Le cytoplasme reste clair ; par contre, le 

contenu vacuolaire reste dense. 





PLANCHE XI 

4 

HISTCCHIMIE DES TISSUS SUPPOSES HEMATOPO~IÇ€ES : REACTION DE PEN25 

AVEC COLORATION DE FOND 

Fig. 1 : Tissu chloragogène (Flèche) d' Arenicola marina L. 

Fig. 2 : Tissu périvasculaire (Flèche) de N~phthys  hombergii Aud et Edw. 

Fig. 3 : Tissu @rivasculaire (Flèche) de Pomatoceros t r i que t e r  L. 

Fig. 4 : Tissu périvasculaire (Flèche) de SabeZZa pavonina L. 

Les zones denses indiquent la présence de Fer. Toutefois, 

chez l'arénicole, la plu@ des granules visibles sur la photographie 

sont verdâtres ; les plus foncés relativement rares, corresprxlent à des 

granules Perls positifs . v = vaisseau sanguin. 





PLANCHE XII 

ACTMTE PEROXYDASIQUE DU SANG VASCULAIRE 

Microscop PHOI'ONIQUE -------- ------------ 

Fig. 1 : Nephthys hombergii Aud. et W. : Réseau vasculaire de la 

région antérieure du corps ; le tégument de la zone 

du tronçon a été découpe pour mntrer la cavité coelchnique 

(t = trompe dévaginée). 

Fig. 2 : Nephthys hombergii Aud et Edw. : réseau vasculaire du tube 

digestif isolé. 

Fig. 3 : Pomatoceros triqueter L. : réseau vasculaire de la meinbrane 

thoracique. 

Microscop EIEI'RONICX7E -___-__ -----_---.- ---- 

Fig. 4 : Arenicola marina L. (coupe non colorée) 

L'érythrocruorine réagit positivement au DAB 

v = vaisseau sanguin c = coelame. 

Fig. 5 : même légende que Fig. 4 





PLANCHE XII1 

ACTIVITE PEROXYDASIQUE DES ZONES SUPPOSEES ~ ~ P û I E I ' I Q U E S  

Fig. 1 : Tissu chloragogène d' ~ r e n i c o ~ a  marina L. (coupe semi-fine 

n non colorée). De nombreux granules réagissent psitivaEnt 

au DAB (Flèche) 

Fig. 2 : Tissu périvasculaire de Nephthys hombergii Aud. et W. 

coupe semi-fine colorée) même légende que Fig. 1 

Fig. 3 : Tissu périvasculaire de SabeZZa pavonina L. 

(coupe semi-fine colorée) même légende que fig. 1 

Fig. 4 : Tissu périvasculaire de Pomatoceros tr iqueter  L. 

(coupe semi-fine colorée) rr&e légende que Fig. 1 

v = vaisseau sanguin. 





PLANCHE XIV 

FmTDE AUTORADIOGRAPHIQUE : MICROSCOPIE PHOTONIQUE 

Fig. 1 : Tissu Chloragogène de petits vaisseaux d '  Arenicola marina L. : 

incorpra t ion de 55 Fe (Flèche). 

Fig. 2 : Tissu chloragogène d'un gros vaisseau dl Arenicola marina L. : 

incorprat ion de '' Fe (Flèche) . 

Fig. 3 : Tissu périvasculaire de Nephthys hombergii Aud. et  Edw. : 

i m r p r a t i o n  de 55 Fe (Flèche) . 

Fig. 4 : Tissu chloragogène dl Arenicola marina L : incoqorat ion de 

l 'acide A aminolevulinique. 

Fig. 5 : Tissu périvasculaire de Nephthys hombergii Aud. e t  Edw. : 

incorprat ion de l 'acide A aminolevulinique. 

v = vaisseau sanguin. 





PLANCHE: XV 

TISSU CHLORACGENE D'ArenicoZa marina L. : microscopie électronique. 

Fig. 1 : Tissu chloragogène, vue générale : noter la présence des 

uiclusions opaques aux électrons. 

Encart : vue d'ensemble du t i s su  chloragogène au micros- 

cope photonique (coupe semi-fine) 

v : vaisseau sanguin. 

Fig. 2 : D é t a i l  du t i ssu  chloragogène ; remarquer le s y s t k  vacuo- 

l a i re  (va) . et 1 ' ergastoplasne (flèche) . 





PLANCHE XVI 

TISSU CHLORAEGNE Dl Arenicola marina L. : MICROSCOPIE ElXXRONIÇüE 

Fig. 1 : Détail du tissu chloragogène : Noter les différents types 

d' inclusions : inclusion dense (1) , inclusion myennement 

dense (2) , inclusion granulaire (3) ; remarquer 1 ' aspct 

particulier d'inclusion myennement dense : différence de 

densité à la périphérie, présence de zône dense (flèche) 

certaines inclusions granulaires contiennent des fomtions 

para-cristallines . 

Fig. 2 : Détail d'une structure para-cristalline à 1 'intérieur 

d'une inclusion granuleuse. 

Fig. 3 : HistochMe : noter l'activité péroxydasique au niveau des 

inclusions denses et granulaires (flèches). 





PLANCHE XVII . 

TISSU PERIVASCüLAIRE DE Nephthys hombergii Aud. et Edw : MICRXCûPIE 

Fig.. 1 : Tissu périvasculaire, vue générale ; remarquer l'aspect 

granuleux du cytoplasme ; la présence de nombreuses inclu- 

sions opaques aux électrons. 

Ehcart : vue d'ensemble du Tissu périvasculaire (coupe semi- 

fine) v = vaisseau sanguin. 

Fig. 2 : Détail du tissu périvasculaire : Rmarquer la présence d'agglo- 

mérats de particules dans le noyau et dans le cytoplasme 

les inclusions denses (l), les inclusions à contenu hétéro- 

gène (2) et les inclusions à faible densité électronique (3). 





PLANCHE XVIII 

TISSU PERlVASCZlLAIRE DE flephthys hombergii Aud. et Edw. : MICROSCOPIE 

Fig. 1 : Zone cytoplasmigue riche en réticulum endoplasmique granulaire 

et les dictyosomes. Les vésicules golgiennes sont caractériées 

par leur contenu granuleux dense aux électrons (flèche), noter 

l'abondance de glycogène. 

Fig. 2 : &.me légende que Fig. 1, remarquer l'abondance vésicules 

golgiennes à contenu granuleux 

Fig. 3 : Remarquer l'activité péroxydasique des inclusions sphériques 

situées à proximité des dictyosomes (flèche) celles-ci repré- 

sentent vraisemblablement les vésicules golgiennes. La réac- 

tion s'observe également dans certaines mitochondries. 

Fig. 4 : L'activité péroqdasique des inclusions denses (1) et les 

inclusions à contenu hétérogène (2). 





PLANCHE XIX 

TISSU PERIVASCULAIRE DE. SabeZZa pavonina L. : microscopie électronique. 

Fig. 1 : Tissu périvasculaire, vue générale : remarquer l'abondance 

d'inclusions denses aux électrons, l'aspect granuleux du 

cytoplasme, le noyau à grosse nucléole. 

Encart : vue d'ensemble du tissu périvasculaire (coupe semi- 

fine) v = vaisseau sanguin. 

Fig. 2 : Zone cytoplasmique mntrant les différents aspects d'inclu- 

sions denses et l'ergastoplasnie (flèche) ; noter l'abondance 

de ribosomes. 

Fig. 3 : Zone cytoplasmique renfermant les inclusions denses (1) et 

les inclusions de densité électronique myenne (2). Ces 

dernières peuvent se présenter dans certains cas mus la forme 

para-cristalline (flèche) . 





PLANCHE XX . 

TISSU PERIVASCULRIRE DE SabeZZa pavonina L. : MICROSCOPE EïEl'RONIQUE 

Fig. 1 : ~ m a r k e r  l'aspect para-cristallin d'une inclusion de densité 

électronique myenne (flèche), la présence des vacuoles à 

contenu dense (1) et du corps multivésiculaire (2) . 

Fig. 2 : cytochimie : l'activité péroxydasique est concentrée dans 

les inclusions denses, les inclusions de densité électronique 

myenne et les limites cellulaires. 





PLANCHE XXI 

TISSU PERIVAXULAIRE DE Pomatoceros triqueber L. MICROSCOPIE EL;EcrRONIQUE 

Fig. 1 : Tissu périvasculaire, vue générale : remarquer le développe- 

ment considérable du réticulum endoplasmique. La présence de 

nombreuses inclusions denses et d'évagination du vaisseau 

sanguin (flèche) . 
encart : vue d'ensemble du Tissu périvasculaire (coupe semi- 

fine) v = vaisseau sanguin. 

Fig. 2 : Vue de détail du réticulum endoplamique granulaire, noter 

la présence d'inclusions de densité électronique élevée dont 

certaines cotoient les figures myéliniques 

Fig. 3 : Inclusions firmrent granuleuses (flèche). Noter l'aspect 

filamenteux du contenu du reticulum endoplasmique. 





PLANCHE XXII 

TISSU P-=RE DE Pomatoceros triqueter L. : MICROSCOPlE l 3 E I K N I Q U E  

Fig. 1 : Vue de détail du cytoplasme avec un dictyosome dont les vési- 

cules contiennent des particules de taille analogue aux mcro- 

mlécules de chlorocruorine. Ces particules présentent parfois 

un aspect para-cristallin (flèche). 

Fig. 2 : Raarquer les différents types d'inclusions : Les inclusions 

de densité électronique élevée (l), les inclusions circulaires 

(2) et l'inclusion finarent granuleuse (3) 

Fig. 3 : Lames sanguines intracytoplasmiques ; noter la présence de 

la lame basale à la périphérie de la l a m e  (flèche). 

Fig. 4 : Cytochimie : noter l'activité péroxydasique des inclusions 

cytoplasmiques. 






