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AVANT-PROPOS
Préambule

Le présent travail s'inscrit dans le cadre d'un programme de recherche du Centre de
Recherches Ecologiques de 1'Université de Metz lancé en 1981 (Léglize et Ollivier, 1981).
Son objectif consiste a définir le mollusque bivalve d'eau douce Dreissena polymorpha
comme indicateur biologique de pollutions chimiques.

Dans cette optique, une premiére étude de terrain a été réalisée sur la riviere Orne dans le but
de vérifier les facultés d'accumulation de micropolluants métalliques par la moule zébrée
(Nourisson et al., 1985; Léglize et Crochard, 1987). Sous la direction scientifique du
Professeur Jean-Claude Pihan, quatre théses ont été réalisées. Les deux premieres portent sur
I'étude en conditions expérimentales des cinétiques et des mécanismes d'accumulation du zinc
(Maarouf, 1988) et du plomb (Benyahia, 1991). Par ailleurs, Tourari (1988) s'est intéressé au-
cycle de reproduction de l'espece et aux paramétres extérieurs, notamment la température,
susceptibles de l'influencer. Enfin, Mouabad (1991) a mis au point un systtme d'alerte basé
sur l'activité de filtration de la dreisséne. Cette méthode permet de tester la toxicité subaigué
de substances chimiques ou d'effluents complexes. Aux theses s'ajoutent plusieurs mémoires
de D.E.A. et de D.A.A. sur l'accumulation de métaux (Dauce et Hénard, 1984; Giamberini,
1987; Théobald, 1988; Mersch, 1989), de composés organochlorés (Jeanjean, 1989) et de
‘radionucléides (Spor, 1989). Ebersveiller (1988) s'est intéressée plus particuli¢rement 2 la
physiologie respiratoire et nutritionnelle de la dreisséne. Enfin, d'autres études de theése sur
I'accumulation des métaux, leurs effets histopathologiques et leur localisation cellulaire sont
actuellement en cours (Crochard, Léglize, Giamberini).

Présentation du sujet : I'intérét des indicateurs biologiques

Les micropolluants sont soit des substances exclusivement d'origine anthropique
(composés organochlorés, radionucléides artificiels), soit des composés présents 2 |'état
naturel mais dont les concentrations dans le milieu ont été modifiées par les activités
humaines (métaux lourds, radionucléides naturels). La récente édition du traité de Ramade
(1992) présente une synthése de la discipline nouvelle qu'est I'écotoxicologie.

Comme leur nom l'indique, la toxicité (aigué ou chronique) de ces polluants trace s'exprime a
de treés faibles concentrations dans l'environnement. C'est grice a l'amélioration des
techniques analytiques au début des années 70 que leur impact biologique sur les biocénoses
a pu &tre mis en évidence. Ces substances présentent en effet des propriétés de biocencen-
tration et, pour certaines, de biomagnification, c'est-2-dire un pouvoir d'enrichissement a
travers la chafne trophique. Ces constatations imposent que I'on s'intéresse au devenir des
micrbpolluants dans les écosystémes et 2 la mise au point d'outils d'investigation performants
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permettant de détecter leur présence et leur persistence (aspect qualitatif) et d'évaluer leur
nuisance (aspect quantitatif) a tous les niveaux de I'écosysteme.

Les analyses directes des micropolluants comportent plusieurs difficultés méthodologiques.
D'abord, les concentrations dans les compartiments inertes des écosystémes, I'eau, l'air et le
sol, se trouvent souvent proches ou en-dessous des limites de détection des appareils, si bien
que la fiabilité des mesures n'est pas assurée. Ensuite se pose le probléme de la représenta-
tivité des échantillons instantanés, surtout dans les compartiments qui évoluent continuel-
lement sous l'influence d'événements météorologiques ou de rejets industriels intermittents
(par exemple l'air, I'eau ou les sédiments de riviere). Enfin, les analyses des compartiments
inertes ne renseignent pas sur I'impact des contaminants sur la biocénose. Elles mesurent la
quantité totale du polluant et non pas la fraction biodisponible, active et donc potentiellement
nuisible.

Une technique d'investigation plus performante qui permet de répondre aux trois critiques
principales formulées 2 l'encontre des mesures directes, consiste a utiliser des organismes dits
sentinelles ou indicateurs biologiques. En effet, (1) les polluants traces sont accumuiés a des
concentrations nettement supérieures aux niveaux ambiants, (2) de par leur présence perma-
nente, les organismes fournissent une indication moyenne d'une situation de pollution, qui
est, dans une certaine mesure, intégrée dans le temps et (3) les micropolluants accumulés
dans 1'organisme ont été, par définition, biodisponibles ; leur concentration constitue par
conséquent une mesure de l'impact biologique.

Néanmoins, l'analyse indirecte des micropolluants dans les tissus d'indicateurs biologiques ne
représente pas non plus la solution miracle. Des difficultés d'un autre type apparaissent, dans
la mesure ol les organismes vivants ne restent pas sans défense face aux agressions
extérieures. Des réactions, tant au niveau comportemental qu'au niveau physiologique, sont a
prendre en compte pour une évaluation correcte de I'impact d'une contamination.

L'objectif de ce travail consiste 3 définir les modalités d'utilisation de la moule d'eau douce
Dreissena polymorpha en tant qu'indicateur biologique vis-a-vis des métaux lourds. Plusieurs
situations sont envisageables : le suivi d'une population autochtone dans l'espace ou dans le
temps ou bien le transfert d'organismes 2 partir d'un site de référence vers un cours d'eau
dépourvu de population indigene. A trois reprises, des transferts simultanés de moules
zébrées et de mousses aquatiques ont été réalisés dans le but de comparer les capacités indica-
trices, les avantages et les inconvénients de deux organismes dont les mécanismes d'accumu-
lation sont fondamentalement différents. Enfin, une grille de qualité & quatre niveaux est
proposée (pour les deux organismes) en tant qu'outil de hiérarchisation et donc d'interpreé-
tation de résultats d'inventaires tels que ceux réalisés par les Agences de 1'Eau et par les
commissions de protection des rivieres internationales.
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CHAPITRE 1

ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE



1. Introduction générale : la pollution de I'environnement par les métaux et

les effets sur les organismes vivants.

La pollution de la biosphére par les métaux lourds est considérée comme un
phénomeéne de "changement global" (Glasby, 1988; Nriagu, 1988; 1990) au méme titre que le
réchauffement de l'atmosphere ou la dégradation de la couche d'ozone. A I'échelle de la
planete, les émissions anthropiques de la plupart des métaux dépassent aujourd'hui les flux
naturels dans l'environnement. Ainsi, par exemple, les quantités de mercure, de cadmium, de
plomb, de cuivre et de zinc ont ét¢ multipliées respectivement par 12,2; 5,3; 3,1; 2,8 et 2,6
(Nriagu, 1990; tableau 1).

Méral Rejets industriels Mobilisation par érosion
As 105 90
Cd 24 45
Cr 1010 810
Cu 1048 375
Hg 11 09
Ni 356 255
Pb 565 180
Zn 1427 540

Tableau 1. Mobilisation industrielle et naturelle de métaux
dans la biosphére, en millions de kg par an
(d'aprés Nriagu, 1990; partiel).

L'érosion des roches et l'activité volcanique constituent les sources naturelles majeures de la
plupart des métaux. La production d'énergie par combustion de matieres fossiles, les extrac-
tions miniéres et la transformation de produits métalliques représentent les principales
activités humaines génératrices de pollution métallique. Une partie importante des métaux
d'origine naturelle comme celle d'origine anthropique est rejetée dans l'atmosphere. La possi-
bilité de transport et ensuite de dépdt par retombées sur toute la surface de la terre confere
une dimension globale au probléme de la contamination des écosysteémes par les métaux
lourds. Ainsi, par exemple, les concentrations en plomb dans les couches récentes de glace
antarctique sont 4 fois plus élevées que dans celles qui datent d'avant la révolution indus-
trielle (Boutron et Patterson, 1987 cités par Nriagu, 1990).

La fraction des émissions métalliques directement rejetée dans les milieux d'eau douce est
estimée entre 10 et 30 %. D'aprés Nriagu (1990), cette fraction nécessite une attention parti-
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culiere en terme de toxicité, car les apports sont significatifs par rapport aux niveaux naturels
faibles dans I'eau et ces éléments demeurent le plus souvent sous forme biodisponible pour
les organismes. Ceci rejoint les conclusions de Lithner (1989) qui estime & un facteur3 4 4, la
marge maximale entre les concentrations métalliques géochimiques dans les eaux de surface
et les limites supérieures qui n'entrainent pas encore de modifications dans les biocénoses
aquatiques.

Les flux de métaux entrant dans les océans, constitués par la somme des rejets directs et les
apports diffus (retombées), sont, tout comme les flux globaux, en majeure partie d'origine
anthropique. Ainsi, d'aprés Glasby (1988), les flux anthropiques de la plupart des métaux
associés aux processus industriels dépassent les flux naturels au moins d'un facteur 10
(tableau 2). La comparaison des données de Glasby (1988) et de Nriagu (1990) illustre
également la difficulté et l'approximation des estimations des flux métailiques d'origine

anthropique.
Meétal Origine naturelle Crigine anthropique
Cu 375 4460
Fe 25000 319000
Hg 3 7
Ni 300 358
Pb 180 2330
Sn 1,5 166
Zn 370 3930

Tableau 2. Flux métalliques d'origine naturelle et anthropique
entrant dans les océans, en millions de kg par an
(d'apres Glasby, 1988; partiel).

Nriagu (1990) voit dans la contamination métallique a 1'échelle de la planéte un probléme
majeur pour le futur. En effet, d'aprés cet auteur, chaque compartiment de l'environnement
posseéde une capacité limitée de tolérance vis-a-vis de la toxicité des métaux ; au-dela, les
especes sensibles 2 la pollution disparaitront progressivement (figure 1). D'aprés Bender
(1986, cité par Glasby, 1988), la consommation de produits minéraux a dépassé ces derniers
50 ans celle de toute I'histoire humaine auparavant. Au total, I'homme utilise aujourd'hui
couramment quelques 60.000 composés chimiques auxquels s'ajoutent entre 1.000 et 1.500
nouvelles substances chaque année.

De fagon plus générale, Glasby (1988) considere l'activité économique humaine et la dégra-
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dation de I'environnement comme les deux faces d'une méme médaille. Dans son article
Entropy, pollution and environmental degradation, cet auteur montre que toutes les activités
de I'homme se fondent sur une augmentation de l'entropie, donc de la dégradation de son
environnement. Ceci est tout 2 fait contraire aux lois de la nature qui, elles, tendent vers la
création d'écosystémes complexes et stables, caractérisés par des flux d'énergie les plus
faibles possibles.

Les conclusions des deux auteurs cités ci-dessus sont succinctes et floues ; elles suggérent
tout de méme une incompatibilité entre la recherche d'une croissance économique perma-
nente et la résistance des écosystémes face a des flux de polluants de plus en plus importants.
Comme vision légérement plus optimiste, Margalef (1968, cité par Glasby, 1988) pense que
l'activité humaine, par I'augmentation du flux d'énergie au niveau de la biosphére, provoque
la régression des écosystémes mdrs vers des écosysteémes plus jeunes (au sens écologique du
terme), ce qui ouvre de nouvelles potentialités a I'évolution.

2. Choix des mollusques bivalves comme indicateurs biologiques
2.1. Concept de la bioindication

Dans un travail de synthese, Phillips (1977) a défini les caractéristiques principales
d'un indicateur biologique : il doit (1) supporter une pollution sans étre tué, (2) étre séden-
taire, (3) abondant, (4) avoir une durée de vie suffisamment longue pour refléter un impact
dans le temps, (5) avoir une taille raisonnable, (6) étre aisé a échantillonner, (7) supporter des
expériences de laboratoire et (8) une équation simple doit décrire la relation entre la concen-
tration du polluant dans le milieu et les teneurs accumulées dans les tissus de l'organisme.
L'auteur conclut que, comparés a d'autres organismes, les mollusques filtreurs fixés sont des
candidats intéressants puisqu'ils répondent a la plupart des conditions énoncées.

Des 1976, 1'équipe de Goldberg (1978) lance sur les cbtes nord-américaines le programme -
Mussel Watch qui consiste a doser les micropolluants métalliques dans les tissus des moules
marines autochtones du genre Mytilus. Depuis, des études de surveillance cdtiere sont
réalisées en routine (Fischer, 1989; Broman et al., 1991; Zatta et al., 1992). Elles se sont
également étendues a d'autres especes de bivalves marins, tels que l'huitre Saccostrea
cuccullata (Talbot, 1986), la moule verte Perna viridis (Chan, 1988) ou I'huitre américaine
Crassostrea virginica (Vazquez et al., 1990). Ce méme concept a été repris en milieu d'eau
douce, ol, contrairement 2 certaines espgces marines ubiquistes, les aires de répartition
géographique des mollusques filtreurs sont plus restreintes. Ainsi, par exemple, Corbicula
fluminea a été employée en Irak (Abaychi et Mustafa, 1988) et aux USA (Doherty, 1990;
Leland et Scudder, 1990), Elliptio complanata au Canada (Campbell et Evans, 1991),
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Dreissena polymorpha en Allemagne (Karbe et al., 1975; Busch et al., 1992), en France
(Léglize et Crochard, 1987), en Ukraine (Yevtushenko et al., 1990) et aux Pays-Bas (Kraak
etal, 1991).

La méthode de bioindication s'est également étendue a d'autres composés chimiques, comme
les substances organochlorées dont les PCBs (Castro et al., 1990; Koenig et Metcalfe, 1990)
et les dioxines (Hayton et al., 1990) ainsi qu'aux radionucléides (Gillet et Micha, 1987).

2.2. Mécanisme physiologique de la bioaccumulation des micropolluants métalliques

Les voies biochimiques de l'absorption, de la détoxification métabolique et de 1'élimi-
nation des métaux au niveau cellulaire sont trés complexes. En effet, la cellule est en perma-
nence confrontée 2 I'ambiguité entre le besoin physiologique en oligoéléments métalliques
(absorption et stockage) et la nécessité de neutraliser leur expression toxique (détoxification
et élimination). L'exemple le plus intéressant est celui du cuivre qui est un métal essentiel,
mais trés toxique pour le métabolisme (Simkiss et al., 1982). Les connaissances actuelles des
mécanismes et modeles physiologiques ont fait l'objet de nombreuses syntheses bibliogra-
phiques (Simkiss e? al., 1982; George et Viarengo, 1985; Maarouf, 1988; Bayne, 1989;
Cossa, 1989; Rainbow et al., 1990).

2.2.1. Absorption du métal

Le transfert de métal du milieu extérieur vers le milieu intracellulaire s'effectue selon
trois voies principales qui sont par ordre d'importance décroissante : la diffusion passive
suivant un gradient de concentration, I'endocytose (phagocytose et pinocytose) et le transport
actif par l'intermédiaire des protéines transmembranaires (figure 2). Les tissus concernés par
ces processus sont ceux qui se trouvent au contact du milieu ambiant, principalement les
branchies, le manteau et le tube digestif. Plusieurs pools métalliques du milieu externe
peuvent intervenir : d'abord, les ions libres sont capables de diffuser a travers des surfaces
perméables ; ensuite, les complexes métalliques lipophiles et les métaux particulaires peuvent
pénétrer dans les tissus respectivement par solubilisation dans les lipides membranaires et par
endocytose, notamment au niveau des branchies ; enfin, la fraction métallique associée aux
matieres en suspension peut devenir biodisponible lors du processus de digestion des parti-
cules ingérées.

2.2.2. Détoxification et élimination du métal

Les métaux entrant dans la cellule peuvent induire la syntheése de plusieurs types de
métalloprotéines, dont les métallothionéines riches en cystéine. Ces protéines présentent une
affinité élevée pour les métaux. Apres une fixation non sélective, le transfert des ions métal-
liques sur les métallothionéines constitue la premiére étape de détoxification. Celle-ci vise
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Figure 2. Absorption des métaux divalents chez les bivalves (d'aprés Cossa, 1989).
L : ligand, Me : métal.

principalement 2 neutraliser les caractéristiques thioloprives des métaux, mais permet
également de maintenir constamment un gradient de concentration facilitant I'entrée des
cations métalliques par diffusion. Hormis leur rdle dans le processus de détoxification, les
métallothionéines interviennent dans le métabolisme physiologique des oligoéléments comme
le zinc et le cuivre en tant que transporteurs ou formes de réserve (George et Viarengo, 1985;
figure 3). Dans leur modele d'homéostasie métallique intracellulaire dans la glande digestive
(hépatopancréas) de Mytilus edulis, ces auteurs décrivent les voies biochimiques d'élimi-
nation du métal et, en particulier, expliquent les différences de comportement entre un métal
non physiologique comme le cadmium et un métal essentiel comme le cuivre. Les métallo-
thionéines associées au métal sont accumulées sous forme de polymeres insolubles dans les
lysosomes qui sont des organites de stockage. Aprés digestion des protéines, le cuivre est
excrété par exocytose des corps résiduels. En revanche, la majeure partie du cadmium piégé
dans les lysosomes est solubilisée dans les lysosomes secondaires et est recyclée dans le
cytoplasme ; une faible partie seulement est excrétée. Ainsi, la demi-vie biologique des
métaux 2 l'intérieur de la cellule est spécifique pour chaque élément et dépend de la cinétique
d'exocytose des corps résiduels, qui 2 son tour est spécifique du tissu. Il faut noter que ce
schéma général ne s'applique pas au plomb. La voie de détoxification et d'élimination propre
a ce métal ne fait pas intervenir de protéine du type métallothionéine (George et Viarengo,
1985).

Dans les tissus de la dreissene, des granulocytes chargés en zinc ont €té mis en évidence dans
les branchies, 'hépatopancréas, le rein et la paroi intestinale aprés 15 jours d'intoxication par
2000 ug L1 de zinc (Maarouf, 1988). De méme, des structures granulaires (lysosomes)
contenant des quantités élevées de cadmium ont été observées dans la plupart des tissus de
moules zébrées exposées 4 100 ug L-1 de cadmium pendant 4 semaines (Herwig et al., 1989).
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Figure 3. Voies métaboliques des métaux dans les cellules animales (d'aprés George et Viarengo,
198S; adapté par Mouabad, 1991).

La présence de quantités importantes de cadmium 2 l'intérieur de lysosomes plaide en faveur
d'une similitude physiologique de la prise en charge et de l'excrétion des métaux entre
Dreissena polymorpha et Mytilus edulis.

2.2.3. Bioaccumulation

La bioaccumulation est la résultante entre I'entrée de métal et I'efficacité de son élimi-
nation. Elle s'opere lorsque les capacités de contrfle métabolique sont dépassées.

a) Exemple du cadmium

Le cadmium est sans aucun doute le métal le plus étudié ; les connaissances le
concernant sont par conséquent plus vastes que pour les autres éléments métalliques.

Les travaux de laboratoire ont montré que I'accumulation du cadmium est linéaire en fonction
du temps. Aucun plateau de saturation n'est observé dans le cas d'intoxications chroniques,
méme lorsque les concentrations dans le milieu expérimental sont faibles. Ceci a été vérifié
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aussi bien pour les bivalves marins comme Mytilus edulis exposé a 10 et 100 ug L-! pendant
17 jours (Poulsen et al., 1982) et Perna viridis intoxiqué avec 100 et 200 ug L-! pendant
7 jours (Chan, 1988) que pour les lamellibranches d'eau douce comme Anodonta cygnea
exposé 2 5 et 25 ug L-! pendant 4 semaines (Hemelraad ef al., 1986) et Dreissena
polymorpha soumis 23,3 et 10 4 g L'! pendant 10 jours (Bias et Karbe, 1985) eta 100 ug L'!
pendant 4 semaines (Herwig et al., 1989). Lorsque plusieurs doses métalliques sont testées en
parallele, il y a linéarité entre la concentration moyenne de cadmium dans 1'eau et celle
accumulée par les organismes (Poulsen et al., 1982; Chan, 1988). En revanche, lors d'expé-
riences non chroniques, la quantité de cadmium accumulée ne dépend pas seulement de
l'intensité et du temps d'exposition, mais également du régime d'intoxication. Ainsi, pour une
méme concentration moyenne dans le milieu, Mytilus edulis a accumulé plus de cadmium
lors d'une exposition bréve a une concentration élevée que lors d'une exposition prolongée a
une concentration plus faible (Coleman et al., 1986).

Jusqu'a des doses d'intoxication encore raisonnables (100 ug L-1), le cadmium ne provoque
pas de dommages histopathologiques marqués dans les tissus au contact du milieu externe, ni
chez Mytilus edulis (Giraud et al., 1986), ni chez Dreissena polymorpha (Herwig et al.,
1989). De méme, divers descripteurs de la physiologie respiratoire et alimentaire n'ont pas
montré de modification physiologique ou comportementale chez la moule marine exposée a
100 ug L1 de cadmium pendant 3 semaines (Poulsen ez al.,, 1982). En revanche, une toxicité
chronique du cadmium est apparue chez la dreisséne avec une durée d'exposition prolongée.
Au bout de 10 semaines d'intoxication, l'activité de filtration des moules a diminué a 83 % du
témoin pour une concentration de 9 ug L'! dans le milieu ; elle a chuté & 47 % pour une dose
de 104 pg L1 (Kraak et al., 1992). Dans cette derniere expérience, la mortalité en fin d'expé-
rience a atteint le double de celle enregistrée dans le bac témoin. Dans les animaux vivants, le
cadmium a été accumulé jusqu'a des concentrations de 568 ug g1 de poids sec. Des teneurs
comparables ont été observées dans un autre lot de moules aprés seulement 4 semaines
d'exposition 2 400 ug L1, mais, dans ce cas, le taux de mortalité a dépassé 70 %. Les auteurs
concluent que, malgré la charge trés élevée en cadmium accumulée, les animaux arrivent a
survivre aussi longtemps que la synthe¢se de métallothionéines arrive a neutraliser les effets
toxiques du métal.

Apres intoxication expérimentale, le cadmium a pu &tre localisé dans la plupart des organes.
Chez les bivalves d'eau douce, les tissus les plus chargés sont les branchies, le rein et 'hépa-
topancréas (Hemelraad et al,, 1986; Hemelraad et Herwig, 1988; Holwerda et al., 1988;
Jenner et al., 1991). En revanche, le tissu musculaire, a I'exception du muscle ventriculaire,
et les gonades de Dreissena polymorpha restent dépourvus de cadmium (Herwig et al.,

1989). 11 faut signaler qu'il existe de nombreux points de désaccord entre les auteurs sur la
question de la localisation tissulaire du cadmium. Cette difficulté pourrait &tre liée au régime
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d'intoxication (durée et intensité) des animaux, en ce sens que le transport depuis les tissus au
contact avec le milieu ambiant vers les organes cibles capables de stocker (temporairement ou
durablement) et d'éliminer le métal nécessite un certain délai. Certaines différences observées
pourraient également &tre expliquées par des voies et des cinétiques de transport propres a

chaque espece.

Une fois accumulé, le cadmium est treés difficilement €liminé par les bivalves d'eau douce.
Ainsi, aprés 3 semaines de post-exposition, la perte de cadmium chez Corbicula fluminea n'a
atteint que 4 % du métal accumulé pendant une intoxication d'une durée identique avec
10 ug L1 (Abaychi & Mustafa, 1988). Bias et Karbe (1985) n'ont constaté aucune décontami-
nation significative 2 partir des parties molles de Dreissena polymorpha aprés 50 jours de
maintenance faisant suite 2 une exposition a 10 ug L-! de cadmium pendant 10 jours. Comme
les animaux n'ont pas été alimentés durant toute l'expérience, ces auteurs suggerent que ['éli-
mination pourrait étre activée en présence de nourriture. En conditions semi-naturelles, Unio
pictorum intoxiqué avec 50 ug L-! decadmium pendant 12 semaines a relargué environ un
tiers de la charge métallique pendant une phase de post-exposition de 29 semaines (Jenner et
al., 1991). Des taux de dépuration variables selon les organes ont 