N

N

Toxicité comportementale et physiologique (filtration,
respiration) des métaux lourds (Cu, Zn, Hg, Cd et Pb)
chez la moule d’eau douce Dreissena polymorpha pallas:
proposition d’un protocole d’essai pour 1’évaluation de la

toxicité par la réponse comportementale de Dreissena

Abdelfattah Mouabad

» To cite this version:

Abdelfattah Mouabad. Toxicité comportementale et physiologique (filtration, respiration) des métaux
lourds (Cu, Zn, Hg, Cd et Pb) chez la moule d’eau douce Dreissena polymorpha pallas: proposi-
tion d’un protocole d’essai pour 1’évaluation de la toxicité par la réponse comportementale de Dreis-
sena. Ecotoxicologie. Université Paul Verlaine - Metz, 1991. Francais. NNT: 1991METZ008S .
tel-01775931

HAL Id: tel-01775931
https://hal.univ-lorraine.fr/tel-01775931

Submitted on 24 Apr 2018

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est

archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://hal.univ-lorraine.fr/tel-01775931
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE
DE LORRAINE

AVERTISSEMENT

Ce document est le fruit d'un long travail approuvé par le jury de
soutenance et mis a disposition de I'ensemble de Ila
communauté universitaire élargie.

Il est soumis a la propriété intellectuelle de l'auteur. Ceci
implique une obligation de citation et de réeférencement lors de
I'utilisation de ce document.

D'autre part, toute contrefacon, plagiat, reproduction illicite
encourt une poursuite penale.

Contact : ddoc-theses-contact@univ-lorraine.fr

LIENS

Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 122. 4

Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 335.2- L 335.10
http://www.cfcopies.com/V2/leg/leg droi.php
http://www.culture.gouv.fr/culture/infos-pratiques/droits/protection.htm




VR ©903®

UNIVERSITE DE METZ
Laboratoire d'Ecologie

U. F. R. Sci F.A.

THESE
présentée 2 'Université de METZ
pour obtenir le grade de :
DOCTEUR de I'UNIVERSITE de METZ
Mention : Sciences de Ia Vie . BIBLIOTHEQUE UNIVERSITAIRE

Spécialité : Ecotoxicologie

par

Abdelfattah MOUABAD Cote

Titre :

. -METZ

N*inv. ,{9340,{€~S

S/IVB 3/(/?

Loc Noagao;h ,

TOXICITE COMPORTEMENTALE ET PHYSIOLOGIQUE
(FILTRATION, RESPIRATION) DES METAUX LOURDS
(Cu, Zn, Hg, Cd et Pb) CHEZ LA MOULE D'EAU DOUCE

DREISSENA POLYMORPHA PALLAS |

Proposition d'un protocole d'essai pour I'évaluation de la toxicité
par la réponse comportementale de Dreissena

Soutenue le 5 Juin 1991 devant la commission d'examen :

Présidentde jury : J.C. PIHAN
Rapporteurs :  K.JM. KRAMER

J.C. MORETEAU
P. TESTARD

Examinateur :  P.LAMBERT

Professeur & 1'Université de Metz
(Directeur de Thése) :

Senior Scientist, TNO Applied Marine
Research laboratory 8 Den Helder, NL

Professeur A 1'Université de Metz

Maitre de Conférence & 1'Université
de Paris VI

Ingénieur, Chef de la Division Qualité des
Eaux au S.R.A.E. Lorraine



Avant-propos
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INTRODUCTION GENERALE ET SITUATION DU TRAVAIL

L1. IMPO E LETALE IE

Les essais d'évaluation de la toxicité aigué constituent une premi¢re approche de 1'écotoxicité,
ils renseignent sur 'importance du risque de 'exposition & une substance (ou 2 un effluent) sur les
biocénoses (Giesy et Graney, 1989). La simplicité de leur principe et la rapidité de leur exécution
ont permis de les adopter comme moyen de visualisation (screening) de la toxicité dans la réglemen-
tation concernant les substances chimiques nouvelles et les effluents industriels. On utilise notam-
ment,  ces fins réglementaires, des essais normalisés (standardisés) tels que l'essai d'immobilisa-
tion de Daphnia sp (Norme francaise, NF T 90-301), I'essai d'inhibition de la croissance d'une
population d'algues (NF T 90-304) et l'essai de toxicité aigué vis-2-vis du poisson Brachydanio
rerio (NF T 90-303) (AFNOR, 1990).

Cependant, la valeur prédictive des essais de toxicité aigu€ est contestée par certains auteurs
(Brown, 1979 ; Sindermann, 1979 ; Malins, 1989) qui reprochent au critére de 1étalité d'etre trop
extréme pour pouvoir renseigner sur la nocivité d'une substance, et qu'aucune information ne
découle de ces essais & propos de la compréhension des mécanismes de toxicité (Sindermann,
1979). De plus, on est en mesure de se demander "jusqu'a quel point la mort d'un amphipode
ou d'une larve d'huitre renseigne sur I'impact d'un toxique sur un écosystéme complexe" (Malins,
1989) ; l'auteur affirme que la démonstration scientifique n'a jamais été faite sur la pertinence de la
démarche. Pour Brown (1981) et Maltby et Calow (1989), il faut étre trés critique sur la généralisa-
tion faite  partir des essais de toxicité aigu€.

La recherche sur la toxicité sublétale est donc nécessaire pour la compréhension des effets
toxiques autres que létaux, puisque ce sont eux qui s'expriment le plus souvent dans les situations
réelles de pollution de l'environnement.

Les effets autres que létaux sont nombreux : effets physiologiques, biochimiques, histopatho-
logiques, comportementaux, et sur la croissance et la reproduction. La recherche de ces effets, bien
que longue et coiiteuse, ne pose pas de problemes insurmontables puisqu'elle bénéficie des connais-
sances et techniques acquises dans les sciences fondamentales correspondantes.

La recherche sur les effets physiologiques des substances toxiques sur les especes animales
revét actuellement une grande importance en écotoxicologie. Les poissons et certains groupes
d'invertébrés (crustacés, mollusques, vers et insectes) sont les plus utilisés dans ce domaine. Dans
la suite, nous nous référerons essenticllement aux invertébrés et, notamment, aux mollusques
bivalves auxquels appartient notre matériel biologique (Dreissena polymorpha). Ce groupe est
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largement utilisé dans les études de surveillance de 1'état de contamination de I'envirorinement par '
différents polluants : métaux, PCB, pesticides, hydrocarbures, etc... (Phillips, 1976 ; Goldberg er
al., 1978 ; Farrington er al., 1983 ; Léglize et Crochard, 1987 ; Fischer, 1988). De nombreuses
recherches sont effectuées actuellement en vue de leur utilisation dans le domaine de 1'évaluation de
la toxicité sublétale (Bayne et al., 1985 ; Bayne et al., 1988 ; Kramer et al., 1989).

1.2. SITUATION DU TRAVAIL

L'étude que nous présentons s'inscrit dans le cadre des études entreprises au Laboratoire
d’Ecologie de 1'Université de Metz sur la moule Dreissena polymorpha en vue de son utilisation
comme bioindicateur en milieu d'eau douce. Les données acquises montrent la bonne capacité de
bioaccumulation pour différents types de micropolluants tels que les métaux, les PCB et les
organochlorés (Léglize et Crochard, 1987 ; Benyahia et al., 1987 ; Maarouf, 1988 ; Mersch, 1989 ;
Jeanjean, 1989).

Notre étude s'intéresse & un autre aspect de la recherche écotoxicologique sur la moule, celui
qui concerne les effets des substances toxiques sur les fonctions physiologiques. Elle porte particu-
licrement sur les effets de cinqg métaux lourds (cuivre, cadmium, mercure, zinc et plomb).

En fonction des résultats acquis, une extension des essais 2 d'autres substances est effectuée
afin de discuter l'utilit€ des fonctions physiologiques de Dreissena comme indicateurs de la toxicité
sublétale. '

L3. D DELA PHYSI I
L3.1. Les effets comportementaux

La premiére réponse évidente 2 la toxicité chez les animaux est la réaction comportementale. Le
comportement est intéressant a étudier parce qu'il integre plusieurs processus cellulaires et qu'il est
essentiel pour la viabilit€ de l'organisme, la population et la communauté. Le critere d'évaluation
dans une telle étude représente la capacité de 1'animal 3 interagir normalement avec son environne-
ment (Sindermann, 1988). Dans ce domaine, beaucoup d'intérét est actuellement accordé aux
invertébrés, et notamment aux bivalves chez lesquels les mouvements valvaires et l'activité de fouis-
sement sont pris comme critéres d'évaluation de la toxicité sublétale (Stirling, 1975 ; Akberali et
Black, 1981 ; Manley, 1983).
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Les modifications du comportement de filtration de la moule Dreissena polymorpha sont étu- |
diées, dans le présent travail, en tant que premier critere de toxicité physiologique.

1.3.2. Les mesures respiratoires

L'activité respiratoire en tant qu'indicateur de l'intensité métabolique est intéressante a étudier.
On mesure le plus souvent le taux de consommation d'oxygene associé parfois a la production de
dioxyde de carbone. 11 est intéressant de noter que ce paramétre peut varier dans les deux sens selon
les toxiques en présence (augmentation ou diminution), ce qui est parfois considéré comme un
inconvénient pour exprimer la toxicité (Hunter, 1978) ; la toxicité étant le plus souvent assimilée a
une inhibition de la fonction mesurée.

Le taux respiratoire de Dreissena est utilisé comme deuxi¢me critere de toxicité sublétale dans
le présent travail.

1.3.3. Le taux de consommation de nourriture

Ce critere consiste & mesurer l'action du toxique étudié sur le niveau d'alimentation des
organismes exposés (statut alimentaire) ; sa signification est évidente par rapport aux besoins éner-
gétiques pour le maintien et la croissance. On utilise également 1'absorption, qui est 'énergie
consommée moins ce qui est rejeté dans les feces (Crisp, 1971).

Chez les bivalves filtreurs, c'est le taux de filtration qui refléte la prise de nourriture. Il sera
étudié dans le présent travail comme troisiéme critére de toxicité sublétale.

1.3.4. Les bilans énergétiques.

L'intégration des effets physiologiques par I'évaluation du statut énergétique de 1'animal est
une méthode utile et & grande signification écologique dans les études de toxicité sublétale (Bayne et
al., 1985).

Cette méthode est relativement facile & mettre en oeuvre chez les bivalves ; les fonctions & me-
surer sont la consommation d'oxygeéne, le taux de filtration et le taux d'excrétion. Elle est utilisée
dans le présent travail pour I'évaluation de la toxicité chronique de deux métaux (cadmium et cuivre)
sur Dreissena ; elle sera reprise en détail par la suite.
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CHAPITRE 1 :
ECOPHYSIOLOGIE DES BIVALVES

L1. L'ACTIVITE DE FILTRATION
1.1.1. Principe

Chez les bivalves eulamellibranches, la collecte de la nourriture se fait par filtration de l'eau.
C'est la fonction des branchies, situées des deux cotés de la masse viscérale et divisant la cavité du
manteau en chambres infra et suprabranchiales.

L'eau pompée dans le milieu entre dans la cavité palléale par l'ouverture inhalante (différen-
ciée en siphon ou non) ob elle passe A travers le filtre branchial ; ce processus permet la rétention des
particules alimentaires qui seront conduites vers les sillons alimentaires o elles sont acheminées
vers la bouche.

L'eau ainsi filtrée passe au niveau de la cavité suprabranchiale pour étre expulsée par le siphon
exhalant. Les particules non prises par les courants alimentaires sont agglutinées en pseudo-feces et
expulsées par le siphon inhalant (Fig. 1 et 2).

1.1.2. Mécanisme

Les filaments branchiaux portent des ensembles ciliaires (Fig. 3) bien définis et qui rem-
plissent différentes fonctions. Les cils latéraux, situés des deux cdtés du filament et arrangés en
frange continue, créent par leurs battements les courants inhalants et exhalants. La coordination de
ces mouvements est d'origine nerveuse, elle prend naissance au niveau du ganglion viscéral et pro-
gresse via le nerf branchial (Morton, 1983).

Les cils frontaux servent au transport des particules, aussi bien dorsalement que ventralement,
en direction des gouttiéres alimentaires qui les envoient vers la bouche.

La filtration proprement dite est assurée par les cils latéro-frontaux situés des deux cotés du
filament (Fig. 4). Ceux-ci sont disposés de fagon 2 former un maillage rigide entre les filaments
branchiaux. IIs battent & angle droit par rapport au grand axe du filament, ce qui renvoie les particu-
les retenues vers les cils frontaux. LA, elles sont prises dans le courant de surface qui les conduit
vers les gouttitres alimentaires (Moore, 1971 ; Owen, 1974).



MAP

Fig.1 : Les courants de filtration et les courants nettoyeurs du mantéau, de la masse
viscérale et du pied chez la moule Dreissena polymorpha (manteau et branchie
droits enlevés). D’aprés Morton (1969a).

Légende :

B: Bouche.

By : - Byssus.

CSB : Chambre suprabranchiale.

GB : Glande du byssus.

L: Ligament.

LABI : Ligne d’attachement de la branchie interne.
LAP : Ligne d’attachement des palpes.
MAA : Muscle adducteur antérieur.

MAP : Muscle adducteur postérieur.

MARP : Muscle adducteur rétracteur du pied.
MPRP : Muscle postérieur rétracteur du pied.
MV : Masse viscérale.

P: Pied.

PS: Pseudoféces.

S: Septum.

SA Septum apical.

ZNC : Zone non ciliée.

<+ Courants nettoyeurs.

— Sens du transit de l'eau.



AB

Fig.2 : Dreissena polymorpha, coupe transversale dans la moitié de I'animal montrant les
différents courants ciliaires. ® : courants dirigés vers la bouche, ‘ : courants
posterieurs nettoyeurs,): courants posterieurs de la chambre suprabranchiale.
D’aprés Morton (1969a).

Légende :

AB: Axe de la branchie.

BE : Branchie externe.

BI : Branchie interne.

CSB: Chambre suprabranchiale.
CRMV : Courants de rejet de la masse viscérale.
M: Manteau.

0: Oreillette.

P: Péricarde.

R: Rectum.

SA Sillon alimentaire.

V: Ventricule.
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Malgré quelques différences dans la densité des différents groupes ciliaires et dans leur dlSpO- |
sition sur le filament branchial chez les différet_ltcs familles de la classe des bivalves, le mécanisme
est le méme chez tous les bivalves filtreurs (Morton, 1983).

L.1.3. L'efficacité de rétention

La distance entre les cils latéro-frontaux adjacents (le filtre branchial) est en général de 2 2 3,5
um, ce qui explique la rétention efficace des particules de plus grande taille. Cependant, 1a branchie
retient aussi bien des particules de taille plus faible. Par exemple, Dreissena polymorpha retient des
particules de 0,7 pm mais le maximum d'efficacité est atteint pour 5 um (Sprung et Rose, 1988).
Chez Cardium edule, le maximum d'efficacité est atteint pour des particules de 7 pm et en dessous
de 1 um, il n'y a pas de rétention (Vahl, 1973).

Foster-Smith (1975) a expliqué la rétention des particules de faible taille par la présence d'une
fine couche de mucus qui couvre la branchie et qui constituerait le vrai filtre branchial. Vahl (1973) a
¢galement remis en cause le role déterminant du filtre composé par les cils latéro-frontaux ; il a re-
marqué I'absence de corrélation entre le type de la branchie et l'efficacité de rétention. Pour des rai-
sons hydrodynamiques, il semble qu'il faille considérer la branchie comme une unité fonctionnelle
dans la rétention des particules (Jorgensen, 1981).

Jorgensen (1975, 1976, 1981) a étudi€ la filtration chez plusieurs espéces et spécialement chez
Moytilus edulis. 11 a proposé un mécanisme hydrodynamique pour la rétention des particules. Selon
ce mécanisme, les cils latéro-frontaux auraient pour fonction de s'opposer au mouvement de 1'eau
dans 'espace interfilamentaire au lieu de servir de filtre aux particules. En repoussant l'eau vers la
surface frontale du filament, ils participent, avec les cils frontaux, 2 la création des courants de
surface. La conjugaison des battements des deux groupes ciliaires crée un mode d'écoulement
tridimensionnel complexe qui fait que les particules échappent au courant pénétrant 'espace inter-
filamentaire pour étre prises en charge par les courants de surface (Fig. 4).

La filtration est la principale activité physiologique chez les bivalves. Elle détermine la nutri-
tion de l'animal, sa respiration et son excrétion. Du point de vue biologique et physiologique, il est
donc intéressant de pouvoir la quantifier, notamment pour 1'évaluation des échanges énergétiques
entre I'animal et son milieu ainsi que pour 1'évaluation de l'efficacité de production (croissance).
Deux grands types de méthodes sont utilisés pour déterminer le taux de passage de l'eau dans la
cavité palléale : des méthodes directes et des méthodes indirectes.



Fig.3 : coupe transversale de la partie frontale d’un filament branchial chez Dreissena
polymorpha montrant 'agencement des groupes ciliaires. D’aprés Morton (1969a).

AC: Axe calcifié.

CEF : Cils eulatero-frontaux.
CF: Cils frontaux.

CL: Cils lateraux.

CPF : Cils prolatero-frontaux.
GB: Granules basaux.

N: Noyau.

VS: Vaisseau sanguin

Fig4 : Section transversale schématique de la surface branchiale de Mytilus edulis
montrant le mécanisme de rétention des particules (explications dans le texte). fc

:( l;lés;)frontaux, le : cils lateraux, Ifc : cils latero-frontaux. D’aprés Jorgensen
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L1.4.1. Les méthodes directes

De nombreux auteurs ont essay€ d'isoler le courant exhalant pour le mesurer directement (taux
de pompage). La méthode consiste & canaliser le courant dans un tube fixé autour du siphon (Da-
vids, 1964 ; Hildreth, 1976) ou 2 appliquer une membrane qui sépare le siphon inhalant du siphon
exhalant (Famme et al., 1986) ; le volume d'eau est ensuite mesuré et rapporté A une unité de temps.
Coughlan et Ansell (1964) ont utilis¢ une substance colorante pour différencier le courant exhalant.
His (1982) a cherché a €tablir une relation entre le débit palléal mesuré et 1'activité valvaire enregis-
trée mécaniquement.

Considérant que ces méthodes de canalisation étaient traumatisantes pour I'animal et pouvaient
donc modifier la filtration normale, Mc Cammon (1965) a développé une méthode directe qui con-
siste & mesurer le débit exhalant & l'aide de thermistances. La méthode de 1'anémométrie a film chaud
basée sur le méme principe a été utilisée chez les ascidies (Fiala-Medioni, 1978) et chez cer-tains’
bivalves (Amouroux et al., 1975 ; Amouroux, 1982). Cette technique exige que le siphon soit de
grande taille, ce qui limite son utilisation chez les bivalves de petite taille comme Dreissena ; elle peut
néanmoins servir dans des études qualitatives chez les petites especes. Cette technique sera utilisée
dans le présent travail ; elle sera reprise dans le chapitre consacré aux matériels et méthodes.

L1.1.4.2. Les méthodes indirectes

* Principe : 1a majorité des études sur la filtration utilise des méthodes indirectes. Une
substance en suspension dans 1'cau est filtrée et ingérée par I'animal, ceci provoque la diminu-tion
de sa concentration dans le milieu. Le taux de filtration est calculé d'aprés cette diminution de
concentration en fonction du temps.

Les suspensions utilisées par les auteurs sont trés variées. Elles peuvent étre de nature inerte
comme le rouge neutre (Watling, 1981 ; Mohan ez al., 1986a) ; le latex (Hornbach e al., 1984) ou
encore le graphite colloidal, substance la plus utilisée (Jorgensen et Goldberg, 1953 ; Morton,
1971 ; Wilson et Seed, 1974 ; Abel, 1976 ; Wright et al., 1982). La suspension peut &tre également
de nature vivante : algues unicellulaires, en culture monospécifique (Ballantine et Morton, 1956 ;
Ali, 1970 ; Wilson, 1983 ; Kryger et Riisgard, 1988) ou en mélange de deux ou plusieurs espéces
(Mohlenberg et Riisgard, 1979 ; Shumway ez al., 1985 ; Riisgard, 1988 ; Sprung et Rose, 1988).
D'autres auteurs se servent de suspensions bactériennes (Wright ez al., 1982 ; Matthews et al.,
1989). Widdows et al. (1979, 1982) ont employé les particules naturelles (seston) en suspension
dans l'eau de mer.
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L'utilisation de suspensions de différentes natures et les différences entre procédures expéri- |
mentales rendent délicate la comparaison des résultats obtenus pour une méme espéce et a fortiori
pour des especes différentes. 11 faut noter que les méthodes indirectes mesurent le taux de filtration
(clarification de la suspension) qui est inférieur au taux de pompage, sauf si la rétention des particu-
les est efficace 2 100% (Coughlan et Ansell, 1964), ce qui n'est pas toujours le cas. Les bivalves
sélectionnent les particules selon la taille (Vahl, 1972 ; Jorgensen, 1975) ; 1a majorité retient les par-
ticules dont le diametre est supérieur 3 4 pm avec une efficacité de 100%. Les particules de 1 jum de
diametre sont retenues avec une efficacité réduite, généralement moins de 50% (Vahl, 1972 ; Jor-
gensen, 1975 ; Shumway et al., 1985). Parfois la sélection se fait selon la nature chimique des par-
ticules (Ten Winkle et Davids, 1982).

* Estimation du taux de filtration (TF) : 1a méthode indirecte &tant basée sur le taux de

clarification d'une suspension, les conditions suivantes sont sensées €tre réalisées (Coughlan,
1969) :

a - 1a réduction de la concentration en particules est due 2 la filtration par 1'animal ainsi qu'a la
décantation ; _
b-le pompage par I'animal est constant durant I'expérience ; :

c - la rétention des particules est efficace 2 100%, ou bien la réduction se fait & pourcentage
constant ;

d - la suspension est homogéne pendant la durée de I'expérience.
Le calcul du TF se fait d'aprés I'équation de Coughlan (1969) :

C
TF=—I£ In = avec:
n.t, Ct

TF : taux de filtration (en ml/h)

C, et C; : concentrations en particules au début et & la fin de la mesure (en nombre/ml)
M : volume de la suspension (en ml)

n : nombre d'animaux en expérience

t : durée de la mesure (en h).

Le TF est parfois exprimé par rapport au poids sec (mLh-1.g-1 de poids sec).
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Fig.5 : Exemple de la relation entre le taux de filtration et la température (chez Hiatella
arctica); d’aprés Ali (1970).
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L1.5. Les rythmes de filtration

Les rythmes d'ouverture sont imposés aux bivalves du littoral par le mouvement des marées.
A marée basse, la coquille est fermée ou légérement ouverte, mais il n'y a pas d'activité. En labora-
toire, ce rythme disparait en cas d'immersion continue (Davenport et Woolmington, 1982). Chez les
bivalves d'eau douce, certains auteurs ont identifi€ des rythmes de filtration ; Salanki (1964) chez
Anodonta cygnea et Morton (1969b, 1971) chez Dreissena polymorpha. Selon ces auteurs, c'est
I'alternance jour/nuit qui régit ce rythme (ouverture la nuit). Walz (1978), Wallet (1984) et Sprung et
Rose (1988) n'ont pas retrouvé un tel rythme chez Dreissena.

1.1.6. Facteurs de variation et mécanismes de contrdle

En tant que fonction physiologique, la filtration est sous la dépendance de facteurs intrinse-
ques et environnementaux.

* Variation avec la taille : 1a relation entre la taille et le TF est non linéaire. Beaucoup
de données bibliographiques décrivent cette relation (Ali, 1970 ; Walne, 1972 ; Vahl, 1973 ; Bayne
et al., 1976 ; Kryger et Riisgard, 1988). Tous trouvent qu'elle est de la forme : TF =a WP o W est
la taille, et a et b des coefficients spécifiques. b varie entre 0,20 et 0,80 chez Mytilus (Bayne ez al.,
1976) mais est toujours inférieur & 1'unité, ce qui signifie que le TF augmente avec la taille mais que
cette augmentation s'atténue progressivement quand on atteint les grandes tailles ; il en résulte aussi
que l'efficacité de la croissance corporelle (qui est liée a la filtration) décroit avec I'age.

* Varjation avec 1a température : la température est un facteur déterminant dans 1'acti-

vité et le métabolisme des poikilothermes. Néanmoins, méme s'ils sont incapables de réguler leur
taux d'échange de chaleur avec l'environnement, les bivalves peuvent varier leur TF de maniére a le
garder relativement indépendant de la température extérieure (Bayne et al., 1976). Ces adaptations se
font en continu dans la nature (acclimatation).

En laboratoire, on montre que le TF change quand on impose des variations de température. 11
augmente 3 partir des basses températures jusqu'a un maximum, puis diminue dans les températures
élevées défavorables (exemple sur la figure 5).

* Variation avec la saison : 'acclimatation permet aux bivalves de garder un TF rela-
tivement constant tout au long de 'année (Bayne et al., 1976). Chez Mytilus, Widdows (1978)
trouve la méme activité de filtration quelle que soit la saison.
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* Variation avec la taille des particules : une bonne rétention requiert une taille mini-
mum pour les particules ; cette limite dépend des especes (largeur des espaces interfilamentaires).
Au-dessus, le TF ne dépend plus de ce paramétre. Chez Dreissena, Sprung et Rose (1988) ont ca-
ractérisé cette limite 3 0,7 pm de diamétre. Chez Mytilus, Vahl (1972) a montré que les particules
entre 2 et 8 um sont retenues avec une efficacité de 80 2 100%.

* Variation avec la concentration des particules : le courant de filtration existe méme

en absence de particules, mais il est bas (besoins respiratoires et d'excrétion). Des TF plus sou-
tenus sont initi€s par un seuil de concentration en particules (Bayne et al., 1976). Par contre, la
filtration est inhibée & partir de concentrations élevées, critiques, selon les especes, vraisemblable-
ment du fait de la saturation des mécanismes de rétention (Davids, 1964 ; Ali, 1970 ; Schulte, 1975
; Widdows er al., 1979). La formation de pseudo-féces est interprétée comme le signal de cette
saturation. Les particules sont agglutinées par du mucus et rejetées via le siphon inhalant.

* Yariation sous I'action de substances toxiques : des altérations de 1'activité de fil-
tration sont observées, in situ et en laboratoire, en réponse 2 l'exposition aux toxiques (métaux,
pesticides, détergents, hydrocarbures). Cet aspect sera repris en détail par la suite en ce qui concer-

ne l'action des métaux.

* Contrble de I'activité de filtration : le mécanisme de filtration fait intervenir les

mouvements valvaires, I'ouverture des siphons inhalants et exhalants, et le tissu branchial (espaces
interfilamentaires) avec son syst2me ciliaire. Face 2 des conditions défavorables, les bivalves peu-
vent réduire le contact avec le milieu extérieur en réduisant la filtration ou en I'arrétant complétement
par la fermeture de 1a coquille. Par exemple, quand la suspension est dense, il y a une réduction du
TF chez Mytilus ; Dral (1968) lie cette réduction & des modifications de I'activité des cils latéraux et 3
des changements de position des branchies.

Foster-Smith (1976) a montré que le contrdle de 'écoulement d'eau est plus efficace par les
modifications de l'ouverture exhalante. Ce contrdle peut s'exercer de trois fagons :

- fermeture périodique de I'ouverture exhalante
- restriction de son diameétre
- contraction et extension rapides et répétitives du siphon exhalant.
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L2.L'A RESPIRATOIRE
1.2.1. Mécanisme d'extraction de l'oxygene

Les besoins en oxygene chez les bivalves comprennent les demandes métaboliques pour
l'activité ciliaire, pour l'assimilation de la nourriture, pour la croissance et la reproduction, et la de-
mande pour la locomotion (réduite chez les bivalves) et les mouvements valvaires (Bayne et al.,
1976).

11 fut longtemps admis que la prise d'oxygene chez les bivalves se fait au niveau de la bran-
chie (comme chez les poissons), celle-ci ayant une double fonction : amener les courants alimentai-
res pour les trier et extraire 'Oz pour la respiration. Le rdle respiratoire était considéré comme
principal et le rdle alimentaire comme secondaire (Ghiretti, 1966 ; Bkayne et al., 1976). La structure
de la branchie était considérée comme étant bien adaptée aux échanges gazeux puisque la surface
d'échange est grande et bien fournie en milieu intérieur (Bayne e al., 1976).

Cependant, l'efficacité d'extraction de 1'02 n'excéde pas 12% de 'oxygéne dissous présent
dans le milieu (Bayne et al., 1976). Les faibles taux d'utilisation de 'O, conduisent & remettre en
cause la prédominance du rdle respiratoire de la branchie chez les bivalves. Famme et Kofoed
(1980) ont montré, chez Myrilus, que le taux de consommation d'O; (VOy) n'est pas affecté quand
les branchies sont sectionnées ; ils ont suggéré que I'échange gazeux se fait au niveau de toute la
surface intérieure indifférenciée et que la branchie a surtout un role alimentaire. Selon Jorgenéen et
al. (1986), la branchie des bivalves présente une structure adaptée  la prise de nourriture tandis que
1a fonction respiratoire est dévolue  1a surface générale de la cavité du manteau. La nature indiffé-
renciée (non spécialisée) de celui-ci expliquerait la faiblesse d'extraction de 'O par ces organis-
mes. '

Le milieu intérieur des bivalves ne contient pas de pigment respiratoire. Le transport d'O se
fait par simple diffusion de gaz dissous & travers le corps de I'animal (Bayne et al., 1976 ; Jorgen-
sen et al., 1986). La circulation de I'némolymphe assure le transport d'une partie mineure de 1'0;
consommé. Booth et Mangum (1979) trouvent que chez Modiolus demissus, 1a ligature de l'aorte
antérieure réduit de 10 2 15% seulement la VO,. Chez Myrilus, l'activité cardiaque n'a pas de fonc-
tion respiratoire significative (Famme, 1981).

La respiration chez les bivalves est sujette & des variations associées 2 des facteurs intrin-
sdques et environnementaux. Les facteurs environnementaux sont : la température, la pression d'O;
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(P02), I'abondance de la nourriture (qui détermine I'état nutritionnel) et la saison (qui détermine |
I'état reproductif). '

* Influence de Ia taille : 1a relation entre la taille corporelle exprimée en poids (W) et la
VO; est souvent exprimée sous la forme d'une équation de la forme : VO, = a Wb . a et b sont des
coefficients spécifiques ayant une signification biologique (Bayne et al., 1976 ; Widdows, 1978).

La valeur du coefficient b est trés variable selon les auteurs et les conditions de mesure chez la
méme espece ; par exemple chez Mytilus, Hamburger et al. (1983) trouvent pour b la valeur de 0,90
chez les larves véligéres puis une décroissance avec 1'dge : b = 0,88 chez les jeunes moules et b =
0,66 chez les adultes. Widdows (1978) montre que b varie avec la saison et la ration alimentaire,
mais calcule un b de 0,65 commun 2 toutes les conditions, tandis que Riisgard et al. (1980) donnent
une valeur de 1,14 pour les jeunes de Mytilus.

En fait, la valeur de b est li€e 3 d'autres facteurs tels que la température, la saison et la dispo-
nibilit€ de la nourriture (Widdows, 1978).

* Influence de I'état nutritionnel (ration alimentaire) : trois niveaux de VO, ont été
identifiés chez Mytilus par Thompson et Bayne (1972). Un taux standard ou de base, typique d'un
animal privé de nourriture et qui montre une filtration faible ; un taux actif (VO, maximum) quand
I'animal est nourri aprés une période de jeiine ; et enfin un taux de routine associé 2 un état nutrition-
nel satisfaisant (Bayne et al., 1976). Par rapport 2 la situation en milieu naturel, ce sont les taux de
routine qui rendraient le mieux compte de la consommation d'0O, normale des animaux.

* 1 1 (ef la saison) : plusieurs auteurs ont remarqué un

effet spécifique du cycle saisonnier sur le taux respiratoire des bivalves, méme si on exclut I'effet de
la température et celui de la taille (Bayne et al., 1976). Les variations de la VO, s'expliquent par les
différences des besoins en énergie de l'organisme en fonction du cycle gamétogénétique (Bayne et
Thompson, 1970 ; Widdows et Bayne, 1971 ; Newell et Bayne, 1980 ; Shafee, 1982).

En période de gamétogenése active (développement et maturation des gamétes), les besoins
métaboliques de l'animal sont élevés, d'od un fort taux respiratoire, alors qu'en période de repos
sexuel, apres la ponte, les besoins métaboliques sont faibles et expliquent les faibles taux respiratoi-
res (Widdows, 1978).

Chez Mytilus, les forts taux de VO, s'observent au printemps et en été (gamétogenese active),
les faibles taux en automne et en hiver (Widdows, 1978). Un cycle similaire a été observé chez
Cardium edule par Newell et Bayne (1980). Il est intéressant de noter que le taux de filtration reste



-19-

constant tout au long de l'année (chapitre 1.1.6.), ce qui confirme que les variations sai‘sbnniéres de
la VO, sont d'origine physiologique "innée" (Bayne et al., 1976).

* Influence de la température : les effets des changements de température sur la VO,
ont ét§ longuement revus par Bayne et al. (1976) ; ces auteurs distinguent deux catégories d'adapta-

tion selon la durée permise & I'animal pour effectuer les régulations physiologiques.

On distingue une compensation immédiate (réponse aigu€) au changement de la température
qui s'observe dans les heures qui suivent ce changement et des ajustements compensatoires qui de-
mandent plusieurs jours voire des semaines. Ces ajustements sont désignés sous le terme "acclima-
tement" (acclimatisation en anglais) par les auteurs quand ils ont lieu dans la nature et "acclimata-
tion" (acclimation en anglais) quand ils ont lieu en réponse 2 la seule variation de température en
laboratoire.

a - La réponse aigué 2 la variation de température : d'une maniére générale, en partant des
températures faibles, la VO, croit avec la température jusqu'a un maximum, puis chute brutalement,
on atteint alors les limites supérieures de tolérance thermique pour l'espéce (Woynarovich, 1961 ;
Read, 1962 ; Bayne et al., 1976 ; Newell et al., 1977 ; Williams, 1984). Chez Dreissena, Woyna-
rovich (1961) a trouvé que la VO, augmente réguliérement entre 0,5 et 28°C et chute entre 28 et
30°C. ~

b - L'acclimatation en laboratoire permet la compensation des effets aigus et le retour a un ni-
veau de VO, relativement indépendant de la température ; Widdows et Bayne (1971) ont montré
chez Mytilus un comportement d'acclimatation remarquable aprés 14 jours pour des écarts de tem-

pérature de + 5°C a partir de 15°C.

Dans le milieu naturel, si I'on considere les variations saisonniéres a la température, l'effet sur
la VO, est constamment compensé, mais un effet indirect s'exerce & travers le contrdle de la gaméto-
gendse par les variations saisonniéres de la température (associées au niveau trophique) et I'on
observe alors les conséquences relatées dans le paragraphe précédent.

* Influence de la tension d'Q; (pOs) : les bivalves occupent différents milieux dont la
pO;, est variable. L'adaptation de la VO, 2 ces variations de 1a pO; a suscité beaucoup d'intérét et cet

aspect de la physiologie des bivalves est bien documenté. Les études de l'effet de I'hypoxie sur la
VO, ont conduit les auteurs & classer les espéces en deux catégories (Ghiretti, 1966 ; Bayne, 1971 ;
Mangum et Van Winkle, 1973 ; Mc Mahon, 1979 ; Famme, 1980) :
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Fig.6 : Relation entre la consommation d’02 (MO = VO ) et la ventilation (Vw = TF)
chez Mytilus edulis. Résultats sur 3 ammaux (o , 0, %), D'aprés Jorgensen et
al. (1986).
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- Les especes régulatrices : des mécanismes leur permettent de maintenir la VO, indépendante |
de la pOa.

- Les espéces non régulatrices : especes dont la VO suit les variations de la pO; dans les deux
sens. Famme et Kofoed (1980) ont trouvé une relation hyperbolique entre la VO, et 1a pO; chez
Mytilus tandis que Mangum et Van Winkle (1973) proposent un modele polynomial pour décrire
cette relation. Bayne et al. (1976) notent qu'il n'y a pas d'expression universelle de cette relation,

méme pour la méme espece. Elle dépendrait des conditions expérimentales et vraisemblablement de
la taille.

Cette relation a été revue et réinterprétée par Jorgensen et al. (1986) en tenant compte des par-
ticularités de la respiration chez les bivalves, & savoir :

- L'absence de pigment respiratoire.

- Le role insignifiant de la circulation de I'hémolymphe dans la prise d'Os.

- Le rdle insignifiant des branchies dans la respiration (dans les conditions normales) et de 13,
le fait que la prise d'O; se fait au niveau de la surface intérieure indifférenciée.

Ces particularités font que I'oxygene est disponible pour le corps de 'animal par diffusion
physique dépendant de 1'€paisseur de la couche d'eau potentiellement disponible pour la diffusion.
Les auteurs rediscutent 1'affirmation selon laquelle le taux de filtration est trop grand pour les
besoins respiratoires. Utilisant les résultats de Famme (1980) et Famme et Kofoed (1980) sur la
relation entre VO3, pO2 et TF chez Mytilus, ainsi que leurs propres résultats avec des moules
ventilées artificiellement, Jorgensen ez al. (1986) ont montré que la VO3 dépend du taux de filtration
quand il est inférieur 2 20% de sa valeur maximale ; au-del3, la VO est indépendante du taux de
filtration (Fig. 6). 11 faut noter que, selon cette vision physique, l'interprétation "physiologique" qui
tient compte du coiit métabolique du pompage et de la régulation de la respiration par le pompage
n'est pas valable. Les termes ayant des implications physiologiques comme "régulateurs” et "non
régulateurs” de la VO, perdent également leur validité.
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Tableau 1: M¢taux lourds employés dans les principales industries. D'aprés Dean ez al. (1972) in-

Forstner et Wittmann (1981).
Secteurs ] Cr| CQu Fe HO { Mn| Pb | Ni | Sn | Zn
d'activités
Pulpe de bois,
pate a papier, + + + + + +
cartonnage, scierie
Chimie organique, + + + + + + +
pétrochimie o
Chimie minérale, + + + + + + +
bases, chlorés
Fertilisants + + + + + + + + +
Raffinage du + + + |+ + + +
pétrole
Fonderies d'acier + + + + + + + + +
Fonderies de métaux + + + + + +
non ferreux
Moteurs de :
véhicules, placage, + + + + +
finissage
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CHAPITRE 11 :
ASPECTS DE LA CONTAMINATION DES HYDROSYSTEMES
PAR LES METAUX LOURDS

IL1. GENERALITES

Constituants normaux de la biosphere, les métaux lourds ont vu leurs conditions de circula-
tion modifiées par I'activité humaine. Cela crée un bouleversement des cycles géochimiques des
différents €léments métalliques, avec comme conséquence leur introduction généralisée, et 2 des taux
élevés, dans les milieux aquatiques (continentaux et marins). Le probléme posé par cette
contamination est préoccupant ; les métaux sont d'une part indestructibles par dégradation,
contrairement 2 la majorité des composés organiques et, d'autre part accumulables dans les systé-
mes hydriques, notamment par les sédiments, selon différents processus physico-chimiques
(adsorption, complexation, etc...).

Les recherches sur la contamination métallique de I'environnement se sont multipliées depuis
une trentaine d'années, surtout  la suite des maladies causées par certains métaux au Japon : la ma-
ladie de Minamata due a une contamination par le mercure et la maladie d'Ttai Itai causée par une
intoxication au cadmium.

II.1.1. Sources de contamination

En général, cinq sources peuvent étre distinguées pour la contamination de 1'environnement
par les métaux : (1) les processus naturels d'érosion ; (2) l'activité miniére ; (3) l'utilisation indus-
trielle des métaux et composés métalliques ; (4) le lessivage des zones d'épandage et de stockage de
déchets industriels ou domestiques et (5) les excrétions animales et humaines qui contiennent des
métaux (Forstner et Wittmann, 1981).

Si I'enrichissement des eaux par les métaux 2 partir des gisements naturels est inéluctable et
constitue "un bruit de fond" qui sert de niveau de référence, il est fortement augmenté par les
effluents issus des activités d'extraction minitre.

Cet enrichissement reste relativement limité aux zones d'activités minieres. Plus répandu et
préoccupant se trouve étre l'enrichissement du fait des effluents émis par les industries utilisant les
métaux et composés métalliques (Tableau 1). En Lorraihe, les études conduites au Laboratoire
dEcologie de 1'Université de Metz sur la contamination de la rivitre Moselle par les rejets sidérur-
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Fig.8 : Représentation schématique de la distribution des métaux en milieu aquatique
(M=metal). D’aprés Tessier et Campbell (1987).
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giques constituent une bonne illustration de cet enrichissement (Nourisson et Pihan, 1985 ; Légliie |
et Crochard, 1987).

Une autre source de contamination des eaux par les métaux est la gestion des matériaux mé-
talliques ou organiques usagés ; c'est le cas de la pollution par le cadmium liée 2 I'incinération des
matieres plastiques. Les boues des stations d'épuration et les effluents d'origine domestique consti-
tuent également une source importante de contamination des eaux.

IL.1.2. Spéciation

Les études biologiques ont montré que la toxicité et I'accumulation des métaux sont fortement
influencées par les formes (les espéces) chimiques présentes dans le milieu lors du transfert des mé-
taux (Waldichuk, 1974 ; Nelson et Donkin, 1985 ; Morrison et Revitt, 1987 ; Forstner, 1987 ;
Tessier et Campbell, 1987 ; Luoma, 1989). La complexité et la diversit¢ du comportement d'un
métal dans 1'eau sont dues a la variabilité des caractéristiques physico-chimiques des milieux (pH,
dureté, salinité, composés organiques, matiéres en suspension). Le métal peut €tre libre ou absorbé
sur des particules dont la taille est variable. Les auteurs séparent les formes suivantes : dissoute,
colloidale et particulaire (Morrison et Revitt, 1987).

Cependant, il n'y a pas de limite stricte entre forme dissoute et particulaire ; les auteurs utili-
sent arbitrairement la frontiére de filtration de 0,45 pm (Mouvet, 1984). La forme dissoute com-
prend le métal libre (ionisé) et le métal complexé, mais en solution vraie (Forstner, 1987) (Fig. 7).
Les relations entre les différentes formes peuvent étre résumées par le schéma général présent€ dans
la figure 8 (Tessier et Campbell, 1987).

Cest A la forme dissoute qu'on attribue principalement la toxicité des métaux puisque c'est la
forme la plus biodisponible. Il a ét€ en effet montré que plus un métal est complexé, moins il est to-
xique pour les organismes exposés (Forstner et Wittmann, 1981 ; Nelson et Donkin, 1985). Les
études expérimentales concernant ces phénomenes de complexation utilisent des chélatants simples
tels que 'EDTA (acide éthylénediamine tétraacétique) et le NTA (acide nitrotriacétique) (Ravera er
al., 1973 ; Sunda et al., 1978 ; Zamuda et Sunda, 1982 ; Holwerda et al., 1988 ; Maarouf, 1988). 11
est intéressant de noter qu'en milieu naturel la rétention des métaux par les sédiments atténue leur
toxicité immédiate, mais peut étre responsable d'une toxicité différée en cas de remobilisation des
métaux complexés ; ce phénomene de relargage est notamment favorisé par l'acidification des mi-
lieux (Forstner et Prosi, 1979 ; Forstner, 1987). Les méthodes d'explication et de prévision de
l'effet de 1a géochimie du sédiment sur la biodisponibilité du métal sont encore peu développées
(Luoma, 1989).



I1.1.3. Le passage transmembranaire

Pour exercer une action toxique vis-a-vis d'organismes aquatiques, le métal doit franchir la
barriére biologique constituée par la membrane cellulaire. Ce passage pose le probléme de 1'affinité
avec les constituants de la membrane dont la double couche de phospholipides, hydrophobes,
semble rendre difficile le passage des ions libres. Les formes électriquement neutres ont donc plus
de chance pour le passage. En fait, le mécanisme exact du passage transmembranaire des métaux
chez les animaux n'est pas encore €lucidé (George et Viarengo, 1985). Plusieurs mécanismes ont &té
proposés ; tous écartent I'entrée de 1'ion libre. Parmi ces mécanismes il y a :

* Ladiffusion passive de molécules électriquement neutres comme le (HgCl,)°
(Gutkneckt, 1981), le complexe pouvant étre aussi formé avec une molécule orga-
nique (Simkiss, 1983).

* La pénétration par compétition avec d'autres ions (comme Ca+¥) sur les canaux
transmembranaires de ceux-ci (Holwerda et al., 1989).

* Le transfert du métal par des ligands membranaires de force croissante (Williams,
1981).

* Lapinocytose pour les formes colloidales telles que les hydroxydes (George,
1980).

1l est vraisemblable que chaque métal a son propre mode de pénétration transmembranaire en
relation avec son comportement particulier dans la cellule.

I.2.LE MET LA A
I1.2.1. Statut des métaux dans les systémes biologiques

Les différents aspects de la toxicité des métaux sur les especes aquatiques sont actuellement
bien documentés. Depuis une trentaine'd'années, de nombreuses recherches ont été consacrées 2
I'évaluation de cette toxicité, d'abord chez les poissons et, depuis les années 70, de plus en plus
chez les inverté€brés (Maciorowski et Clarke, 1980). Parmi les métaux qui présentent un risque de
toxicité pour les populations aquatiques et du fait de notre recherche, nous nous intéresserons dans
cette synthése bibliographique surtout aux métaux suivants : zinc (Zn), cuivre (Cu), mercure (Hg),
plomb (Pb) et cadmium (Cd).

- Le Cu est largement distribué dans la nature, c'est un métal essentiel qui intervient dans le
métabolisme normal des &tres vivants, notamment dans plusieurs métalloprotéines : 'hémocyanine,
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Tableau 2 : Exemples de CL50 des métaux chez quelques groupes d'invertébrés.

Dureté de l'eau
- Groupe Esplces CL50 (D ea mgCaCO3/1) Référence
taxonomique (ppm) ou salinité
S en %)
Protozoaires | Vorticella convallaria 0,005 (12 h) - Sartory et Lloyd (1976)
Rotiféres Philodina acuticornus 0,7-0,8 (96 h) D:25 JBuikema et al. (1974)
1,6-2,1 (96 h) D:81

Polychétes |Neanthes arenaceodentata 0,022 (96 h) - Reish et al. (1976)

Oligochétes |Tubifex sp 0,18 (48 h) - Sloof (1983)

Crustacés Gammarus sp 0,01 (96 h) D:50 Rehwold et al. (1973)*1
Asellus aquaticus 0,59 (72 h) D:50 Martin et Holdich (1986)
Palaemonetss pugio 0,060 (96 h) S$:25 Curtis et al. (1979)
Paneus setiferus 0,020 (86 h) §:25 Green et al. (1976)

Diptéres Chironomus sp 0,020 (96 h) D :50 Rehwold et al. (1973)

Rotiféres Brachionus rubens 0,019 (24 h) D : 80-100 Snell et Persoone (1989a)
Brachionus plicatilis 0,120 (24 h) S:15 Snell et Persoone (1989a)

Polychdtes |Neanthes arenaceodentata |0,30 (96 h) - Reish et al. (1976)
Capitella capitata 0,20 (96 h) - Reish et al. (1976)

Crustacés Daphnia pulex 0,05 (24 h) - Mound et Norberg (1984)°2
Daphnia magna 0,14 (24 h) - Foulquier et Baudin-Jaulent (1981)
Palaemonetes pugio 37,0 (96 h) §:25 Curtis et al. (1979)

Diptéres Ephemerella subvaria 0,32 (48 h) D:44 Warnick et Bell {1969)

Rotiféres Brachionus rubens 0,81 (24 h) D : 80-100 Snell et Persoone (1989b)
Brachionus plicatilis 54,90 (24 h) S:15 Snell et Persoone (1989b)

Oligochétes |Tubifex sp 0,18 (48 h) - Sloof (1983)

Polychétes |Neanthes arenacsodentata {12,0 (96 h) - Reish et al. (1976)
Capitella capitata 7,5 (96 h) - Reish et al. (1976)

Crustacés Simocephalus serrulatus 0,007 (48 h) D:111 Glesy et al. (1977)
Daphnia magna 0,21 (24 h) - Foulquier et Baudin-Jaulent (1981)
Palaemonetes pugio 0,2 (96 h) §:5 Sunda et al. (1978)
Gammarus pulex 0,08 (48 h) - |Sloot (1983)

Diptéres Chironomus sp > 56 (48 h) - Sloof (1983)

*1 in Moore et Ramamoorthy (1983)
*2 in Snell et Persoone (1989a)
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Méul Groupe Bsplces CL50 Dureté de l'ean Référence
taxonomique (ppm) (D en mgCaCO3/1)
Pb++ |Protozoaires | Vorticella convallaria |0,0036 (12 h) - Sartory et Lloyd (1976)
Crustacés Daphnia hyalina 0,055 (48 h) - Baudouin et Scoppa (1974)"1
Asellus aquaticus 670 (48 h) D :250 Fraser (1980)*1
Polychétes |Neanthes arenaceodentata |> 10,0 (96 h) - Reish et al. (1976)
{Capitella capitata 6,8 (96 h) - Reish et al. (1976)
Diptéres Tanytarssus dissimilis 0,26 (96 h) D:468 Anderson et al. (1980)*1
Zni+ |Protozoaires |Vorticella convallaria 0,29 (12 h) - Sartory et Lloyd (1676)
Crustacés Asellus aquaticus 26,4 (72 h) D:50 Martin et Holdich (1986)
Daphnia magna 25,0 (24 h) - Foulquier et Baudin-Jaulent (1981)
Capitella capitata 3,5 (96 h) - Reish et al. (1976)
Oligochadtes |Tubifex tubifex 0,1 (48 h) D:0,1 Brkovic-Popovic et
Popovic (1977)°1
Diptéres Ephemerella subvaria 16 (10 j) D:44 Warnick et Bell (1969)
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la cytochrome oxydase, la tyrosinase, la laccase, la céruloplasmine, etc... Dans toutes ces protéines, |
le Cu est en liaison avec les groupes azotés, oxygénés et/ou soufrés (Moore et Ramamoorthy,
1983).

Des troubles pathologiques peuvent apparaitre en cas d'exces ou de déficience en cuivre.

- Le Zn est également un métal essentiel. Il est trouvé comme composant de certaines enzy-
mes et faiblement li€ A d'autres (Wolfe, 1970). Chez les mammiferes, plus de vingt métalloenzymes
ont ¢ét€ identifiées incluant I'anhydrase carbonique, la phosphatase alcaline et I'alcool déshydrogé-
nase. Le Zn joue un rdle essentiel dans la biosynthése des acides nucléiques, des ARN-polymérases
et des ADN-polymérases (Moore et Ramamoorthy, 1983).

- A la différence du Zn et du Cu, on ne connait pas de role, dans le métabolisme normal, au
Cd, au Pb et au Hg. Néanmoins, ces métaux se retrouvent dans les tissus des &tres vivants, parfois
en grande concentration 3 cause de l'exposition a la pollution métallique. Ils se comportent souvent
de la méme fagon que le Cu et le Zn au niveau des systeémes cellulaires (George, 1982). Cette simi-
litude de comportement peut étre a l'origine de déséquilibres dans le métabolisme des métaux essen-
tiels (Zn et Cu).

Nous nous limiterons dans cette synthése aux effets des métaux chez les invertébrés en géné-
ral, puis chez les mollusques bivalves plus en détail.

I1.2.2. Effets des métaux lourds sur les invertébrés
I1.2.2.1. Toxicité aigué

La connaissance des effets aigus des métaux sur les invertébrés est ample. Un nombre consi-
dérable d'espéces appartenant & divers groupes taxonomiques a été utilisé pour 'évaluation de ces
effets. Le tableau 2 présente quelques exemples de concentrations 1étales moyennes (CL50) chez les
groupes les plus étudiés.

La toxicité 1étale est trés variable selon le métal, l'espece étudiée et les conditions d'essai,
notamment la physico-chimie du milieu expérimental.

Le Cu et le Hg sont les plus toxiques (Tableau 3), suivis par le Cd puis le Zn et le Pb. La
spéciation du métal joue un rle important dans la toxicité.

Les stades jeunes sont en général plus sensibles que les stades adultes ; les organismes qui
muent montrent une sensibilité plus élevée juste aprés la mue (Benfield et Buikema, 1980).
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Tableau 3 : Gammes générales de la toxicité létale des métaux chez les invertébréS'aquétiqués '
(d'aprés Moore et Ramamoorthy, 1983).

Métal Cu H o Pb Zn
CL50, 96h <05 | 0,005-1 |0,003-0,5| 0,1-10 | 0,5-5
(en ppm)

11.2.2.2. Toxicité sublétale

Le tableau 4 résume quelques données sur les effets sublétaux des métaux chez les inver-
tébrés. L'action sur la reproduction et la croissance des embryons est la plus marquée compte tenu
des concentrations auxquelles elle s'exerce. Celles-ci sont faibles par rapport aux concentrations 1¢-
tales. John et Miller (1982) ont montré, par la méthode des bilans énergétiques, un ralentissement du
développement larvaire et la réduction de la croissance somatique chez le crabe Cancer irroratus
exposé au Cd (50 ppb) ou au Cu (10 ppb). L'analyse énergétique a montré que la réduction de
croissance était due 3 'augmentation du coiit de maintenance métabolique et non 2 une réduction de
l'assimilation d'énergie.

I1.3. EFFETS DES METAUX CHEZ LES MOLLUSQUES BIVALVES
I1.3.1. Voies de prise et mécanismes de détoxification

L'aptitude des mollusques & accumuler les métaux lourds, & des concentrations largement plus
élevées que leur environnement, n'est plus 2 démontrer. Les études de terrain, comme celles de
laboratoire, ont montré que 1'on peut corréler les charges métalliques corporelles avec les concen-
trations dans le milieu (Phillips, 1976 ; Goldberg ez al., 1978 ; George et al., 1978 ; Hemelraad et
al., 1986 ; Léglize et Crochard, 1987 ; Fischer, 1988 ; Holwerda et al., 1988 ; Maarouf, 1988).
Cette aptitude d'accumulation fait des bivalves un groupe de choix pour la surveillance de I'état de
contamination de l'environnement. |



Tableau 4 : Exemples d'effets sublétaux des métaux chez les invertébrés

aquatiques.

Critére de Espéce Métal Modalités de l'essai Effets toxiques Références
toxicité
Respiration |Monodonta articulata Hg |02-1ppm-6h Réduction de la VO2 Saliba et Vella (1977)
" |{(gastéropode) :
Cancer irroratus Cd |0,12 ppm - 1 ppm - 48 h  {Réduction de la VO2 branchiale Thurberg et al. (1973)
(crustacé)
Carcinus maenas Cu [HOppm-2h Réduction de la VO2 Depledge (1984)
(crustace) Hg |1 ppm-2h Réduction de la VO2 Depledge (1984)
Pectinaria koreni Cu 0,01 - 0,04 - 48 h Elévation de la VO2 Neuhoff et Theede (1984)
(polychéte)
Reproduction |Haliotis rufescens Zn |> 0,041 ppm - 48 h Développement anormal des larves Hunt et Anderson (1989)
et (gastéropode) (CE50 = 0,068 ppm)
croissance Zn |> 0,019 ppm - 9 j Inhibition des métamorphoses Hunt et Anderson (1989)
(CE50 = 0,05 ppm)
Biomphalaria glabrata| Pb |0,1 ppm - 51 j Retard du développement embryonnaire |Ravera (1977)
(gastéropode) Cd |0,1 ppm - 48 h Développement embryonnaire incomplet |Ravera (1977)
Cu |0,1 ppm - 48 h Développement embryonnaire incomplet {Ravera (1977)
Hydra littoralis Cu 0,002 - 0,012 ppm -11 j |Inhibition de la reproduction asexuée |Stebbing et Pomroy (1978)
(cnidaire)
Cancer irroratus Cd 0,005 - 0,3 ppm Développement retardé chez ia larve Johns et Miller (1982) |
(crustacé) Cu 0,003 - 0,2 ppm Développement retardé chez la larve Johns et Miller (1982).

-Is-



Tableau 4 : Exemples d'effets sublétaux des métaux chez les invertébrés aquatiques. (suite)

Critere de Espéce Métal Modalités de I'essai Effets toxiques Références
toxicité
Biochimie Nucella lapillus Cd [0,2-0,6 ppm - 14 j Réduction du taux de glycogéne Abduliah et Ireland (1986)
' (gastéropode)
Libellula sp Pb |0,02 ppm - 6 semaines Diminution de lactivité des enzymes |Meyer et al. (1986)
(insecte) oxydatives du systéme- nerveux
Homarus americanud Cd 0,003 - 0,006 ppm Stimulation : Calabrese et al. (1977a)
(crustacé) - ATPase
- glucose déshydrogénase
- pyruvate kinase
Lymnea luteola Cu |2ppm-6h Inhibition : cytochrome oxydase N Babu et Rao (1985)
(gastéropode) Stimulation : péroxydase
Histopathologi§ Penaeus duorarum Cd [0,76 ppm - 15 j Nécrose tissulaire, vacuolisation des|{Cough (1977)
(crustaceé) cellules branchiales :
Eirene viridula Zn |3 - 10 ppm )
(cnidaire) Pb |1 -10 ppm ) Changements morphologiques
Cd |0,3 - 10 ppm ) Karbe (1972)*
Cu 0,06 - 1 ppm ) Réorganisation tissulaire
Hg 0,003 - 0,1 ppm ) |

* In Waldichuk

(1974)

-zs-
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11.3.1.1. Prise de métal

Chez les bivalves, toute la cavité palléale baigne dans le milieu environnant. Le métal soluble
est pris par les téguments exposés (le manteau et la branchie). Le métal particulaire est pris par le
tube digestif. Il est difficile de faire 1a part entre les deux voies de prise, cela dépend de la spéciation
trés complexe du métal dans le milieu (George, 1980 ; Simkiss et Mason, 1983). Certains auteurs
ont insisté sur l'importance de la voie indirecte (digestive) & cause de la capacité de filtration et
d'ingestion des particules par les bivalves (Schulz-Baldes, 1974 ; George et Pirie, 1980). Par
contre, d'autres auteurs ont mis en évidence 1'importance de la voie directe (branchie et manteau),
c'est le cas du Cd chez Mytilus (Riisgard et al., 1987) et du Zn et Pb chez Dreissena polymorpha
(Giamberini, 1987 ; Maarouf, 1988).

11.3.1.2. Devenir du métal dans l'organisme

Les études de laboratoire montrent que les métaux se distribuent dans les principaux organes
de prise : manteau, branchies et glande digestive, puis apres un certain temps de latence, dans le rein
(organe d'excrétion) et en plus faibles teneurs dans les autres organes (Coombs et George, 1978 ;
Robinson et al., 1985 ; Hemelraad et al., 1986 ; Hietanen ez al., 1988).

Le métal une fois pris doit étre détoxifié par l'organisme afin de prévenir les manifestations de
toxicité qu'il est susceptible d'induire (George et Viarengo, 1985). 1l est évident que si la concen-
tration du métal dans le milieu dépasse la capacité de détoxification de l'organisme, la toxicité ne
pourra étre complétement évitée, I'ion métallique étant capable de réagir trés vite avec des sites
électronégatifs, notamment les enzymes. La détoxification se fait & deux niveaux : au niveau de la
circulation et au niveau des tissus.

IL3.1.2.1. Détoxification au niveau de la circulation

Le milieu intérieur qui transporte les métaux dans l'organisme est aussi le premier lieu de leur
détoxification. Le métal est pris en charge, en partie ou en totalité, par les protéines du plasma ; c'est
le cas du Zn et du Cu (George et al., 1978 ; George et Pirie, 1980 ; Robinson et al., 1985). La frac-
tion restante est prise en charge par les cellules circulantes (hémocytes). Celles-ci sont en interaction
continue avec le plasma et sont capables de phagocyter les protéines qui s'y trouvent (George,
1980). La grande mobilité intratissulaire des hémocytes (on les appelle également amébocytes) fait
d'eux un lieu de transport principal du métal jusqu'aux tissus (George et al., 1978).
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La distribution du métal dans les tissus est trés rapide (George et Pirie, 1979 ; Schuh-ﬁﬂdés, |
1978). Robinson et al. (1985) ont par exemple montré qu'au septiéme jour d'exposition au Cd,
seules quelques traces subsistent dans I'hémolymphe de Mercenaria mercenaria.

I1.3.1.2.2. Détoxification tissulaire

La littérature traitant des sites de détoxification intracellulaire des métaux est trés abondante.
Les données acquises relatent les différents aspects et systémes intervenant dans la séquestration du
métal (€léments du cytosol, notamment les protéines et les structures subcellulaires : membranes,
lysosomes, vésicules golgiennes, etc...). Nous évoquerons d'abord ces différents aspects, mais il
sera intéressant par la suite d'en faire une synthése dans le cadre d'un schéma général concernant le
métabolisme intracellulaire des métaux.

a - Dans la fraction cytosolique : le métal peut s'y lier  toute molécule qui présente un site de
fixation ; les protéines sont les premiéres concernées, elles sont classées selon leur poids moléculai-

re (PM) par les auteurs.

* Les protéines de haut PM, > 40000 D en général (Harrison et Lam, 1985). Le mé-
tal peut se fixer sur les groupements fonctionnels tels que les imidazoles, les sulfhydriles, les car-
boxyles, les amines et les peptides. Ce groupe de protéines contient les métalloenzymes qui peuvent
subir ainsi un changement d'activité par la fixation de métaux (Viarengo, 1985).

* Les protéines de faible PM, entre 5000 et 40000 (Harrison et Lam, 1985). Cette
catégorie contient des protéines spécifiques appelées métallothionéines.

Les métallothionéines se caractérisent par un PM entre 6000 et 10000, une teneur élevée en
cystéine (jusqu'a 30%), I'absence d'acides aminés aromatiques et par leur inductibilit€ en présence
de métaux comme le Cd, Cu, Hg et Zn (Frankenne et al., 1980 ; Roesijadi, 1981 ; Engel et Brou-
wer, 1984).

Malgré leur richesse en groupements sulfhydriles, ces molécules ne présentent pas de ponts
disulfures (Cosson, 1987). Elles ont une forte affinité pour les métaux.

Les métallothionéines (MT) sont trouvées chez la plupart des groupes taxonomiques, aussi
bien animaux que végétaux. Elles ont suscité une grande discussion quant  leur rle physiologique.
On leur attribue une fonction physiologique normale dans I'homéostasie des métaux essentiels (Zn et
Cu) ; elles représenteraient dans ce contexte un pool de métaux interchangeable. En cas d'exposi-
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tion, leur synthése est induite et représenterait ici un moyen de détoxification (Simkiss et al.,. 1982 ; |
George et Viarengo, 1985 ; Viarengo et al., 1987).

Chez les bivalves, des protéines de type métallothion€ines ont été trouvées chez plusieurs
especes (George et al., 1979 ; Frankenne et al., 1980 ; Viarengo et al., 1985 ; Johansson et al.,
1986). Cependant, peu de molécules ont été purifiées et caractérisées et, pour cette raison, les
auteurs parlent parfois de protéines similaires aux métallothionéines (PSMT).

Le Cd, le Cu, le Zn, le Hg et le Fe ont été trouvés liés 2 des PSMT (Roesijadi, 1981) ; seul le
Pb ne semble pas s'y fixer.

* Les métaux peuvent enfin se lier & des substances de trés faible PM (< 5000) : aci-
des aminés, nucléotides, polypeptides, etc...

b - Dans la fraction particulaire : le métal est séquestré dans des structures limitées par une
membrane et qui assurent ainsi sa détoxification. Elles sont appelées granules ou vésicules membra-
naires et sont de morphologie variable, résultat généralement d'une évolution dans le cas d'un métal
précis (Brown, 1982). Ces granules sont trouvés au niveau de la branchie, du manteau, et surtout
du rein ot ils peuvent occuper 20% de la cellule (George et Pirie, 1980). Au sein du granule, le
métal peut &tre associé & d'autres métaux ou a d'autres éléments tels que le phosphore, le calcium ou
le soufre (Schulz-Baldes, 1978 ; Marshall et Talbot, 1979 ; Harrison et Lam, 1985).

Brown (1982) a noté que, malgré leurs origines diverses (Corps de Golgi, réticulum endo-
plasmique, membrane plasmique), ces organites peuvent étre incorporés dans un schéma général de

fonction lysosomale aboutissant & un corps résiduel (Fig. IIL4).

La phase finale de la détoxification est 'excrétion des granules par exocytose (George, 1980).
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Fig. 9 : Schéma de synthése des origines et fonctions possibles des différents types de lysosomes
D'aprés Brown (1982).

George et Viarengo (1985) ont revu les connaissances acquises sur la prise et la détoxification
des métaux. Iis ont proposé un modele qui intégre, comme 1'avait suggéré auparavant Brown
(1982), tous les aspects de la détoxification autour de la fonction lysosomale.

Selon le modele (Fig. 10), le métal entrant dans la cellule se lie d'abord d'une manitre non
spécifique aux protéines de haut PM. Apres quelques heures, il devient li€ aux MT qui ont une affi-
nité plus grande avec les métaux. La fixation du zinc demanderait la synthése de nouvelles molécu-
les alors que le Cu et le Cd se fixeraient en déplacant le Zn des MT déja existantes. Quand celles-ci
sont saturées, de nouvelles synthéses ont lieu.

La complexation par les MT réduit ainsi le pool de métal libre et limite sa toxicité, mais il
constitue aussi une réserve en cas de demande.
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Le métabolisme des MT, et plus particuliérement leur dégradation, fait intervenir le lysosome ; '
c'est A ce niveau que les métaux en sont séparés. lls peuvent alors repartir dans le cytosol pour la
coordination de nouvelles MT. Cependant, 1'aptitude de la matrice lysosomale a former des poly-
meres péroxydés insolubles fait que I'excés de métal y est pi€gé et devient entierement indisponible.

Le lysosome tertiaire constitue ainsi un systéme tampon efficace pour les métaux.

La phase terminale du métabolisme des métaux est I'excrétion des lysosomes tertiaires par
exocytose.

! 1
1 ADN NOYAU i b
1 / Induchon i
s ARNE esceomemomommeamcon M“II- --------------- ll
synthese protéique CYTOPLASME l|
lI
i

Apoenzyles Tluonémes |
u,Zn,Cd,Hg,Ag [} .
Cu, (Zn?) k prise
Netalloenzymes Netallothionéines |

i .
' Ligand lysosomal, X + Metauyx + acides aminés il
! Cu,Zn,Cd, ) Pb,Hg,Fe
! Hg.Ag f pynocytose
! “etal-x(liaison réversible) 1 |l
1 LYSOSOME l i II
i il
. hetl M insaluble) i ! |:
------------------- V ----_----JJ
' excretion
Fig. 10: Chemins métaboliques pour les métaux lourds dans la cellule animale. D'aprés George
and Viarengo (1985).

11 est & noter enfin que le Pb semble échapper quelque peu & ce modele puisqu'il n'a jamais été
trouvé lié & des MT. Selon George et Viarengo (1985), le Pb soluble ainsi que celui pris par pinocy-

tose sont directement pris par le lysosome ol ils sont ensuite immobilisés.
IL.3.2. Toxicit€ 1€tale

Parmi les invertébrés, les mollusques bivalves sont considérés comme étant un des groupes
les plus résistants aux métaux, du moins pour les expositions de courte durée.
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Tableau 5 : Niveaux de concentrations létales des métaux chez les bivalves.

Métal Espéce [Concentrationt Modalités de Référence
‘ létale (ppm) I'essai
Cu+ |Mytilus edulis 0,3 55% mortalité, Scott et Major (1972)
7 jours 3
0,3 CL50, 7 jours Martin et al. (1975)
0,4 CL50, 8 jours Delhaye et Cornet (1975)
0,15 100% de mortalité,|Grace et Gainey (1987)
5-6 jours
0,18 CL50, 169 h Davenport et Manley (1978)
0,4 CL50, 24 h Sunila (1981)
0,127 CL50, 10 jours Kaitala (1988)
0,48 CL50, 96 h Amiard-Triquet et al. (1986)
Perna perna 0,25 CL50, 96 h Watling (1981)
Perna viridis 0,62 CL50, 96 h Chan (1988)
Corbicula fluminea 0,04 CL50, 96 h Rodgers et al. (1980)
Villorita cyprinoides 1,214 CL50, 96 h Sathyanathan et al. (1988)
Scrobicularia plana 0,5 CL50, 168 h Akberali et Black (1981)
Tellina tenuis 1 CL50, 96 h Stirling (1975)
Hg++ |Villorita cyprinoides 1,57 CL50, 96 h Sathyanathan et al. (1988)
Perna viridis . 1 CL50, 48 h Mohan et al. (1986a)
0,23 CL50, 96 h Mohan et al. (1986a)
Argopecten irradians 0,089 CL50, 96 h Nelson et al. (1976)
Mercenaria mercenaria 0,0048 |CL50,48 h Calabrese et al. (1977b)
(embryons)
Mytilus edulis 0,15 CL50, 7 jours Martin et al. (1975)
: 1 100% mortalité, |Breittmayer et al. (1981)
4-8 jours
2,51 CL50, 96 h Micallef et Tyler (1987)
Cd++ |Argopecten irradians 1,48 CL50, 96 h Nelson et al. (1976)
Perna viridis 2,5 CL50, 96 h Mohan et al. (1986a)
1,67 CL50, 96 h Chan (1988)
Mytilus edulis 4 CL50, 24 h Sunila (1981)
2,5 CL50, 7 jours Martin et al. (1975)
Crassostrea gigas 0,8 CL50, 96 h Watling (1981)
Perna perna _ > 10,0 CL50, 96 h Watling (1981)
>5 CL50, 96 h Watling (1981)

Crassostrea margaritac1
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Tableau 5 : Niveaux de concentrations létales des métaux chez les bivalves. (suite)

Métal Espéce Concentration| Modalités de Référence
létale (ppm) l'essai
Zn++ |Mytilus edulis 2,5 CL50, 96 h Ahsanullah (1976)
20,8 expo 24 h
mortalité 41 j aprégHietanen et al. (1988)
> 5,0 CL50, 96 h Amiard-Triquet et al. (1986)
7.8 CL50, 96 h Abel (1976) .
Perna viridis 2,31 CL50, 48 h D'Silva et Kureishy (1978)
6,09 CL50, 96 h Chan (1988)
Scrobicularia plana 10 CL50, 1435 h Akberali et al. (1981)
Dreissena polymorpha 10,88 CL50, 28 jours Maarouf (1988)
Corbicula fluminea 6,04 CL50, 96 h Rodgers et al. (1980)
Mercenaria mercenaria 0,166 CL50, 48 h Calabrese et Nelson (1974)
(embryons)
Macoma balthica 25 25% mortalitée, 15 j|Eldon et al. (1980)
Pb++ |Perna viridis 4,46 CL50, 168 h Tan et Lim (1984)
8,82 CL50, 96 h Chan (1988)
Crassostrea gigas > 5,0 CL50, 96 h Watling (1981)
Chromomytilus
meridionalis > 5,0 CL50, 96 h Watling (1981)
Mercenaria mercenaria 0,78 CL50, 48 h Calabrese et Nelson (1974)
(embryons) 1,2 100% mortaliteé,

48 h

Calabrese et Nelson (1974)
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Les études de toxicité 1étale ont surtout porté sur les bivalves marins ou d'estuaire, 2 céuse de
leur intérét économique et de leur abondance. Le tableau 5 présente les CL50 rapportées chez
diverses espeéces.

La résistance des bivalves 2 1'action létale des métaux est liée a des particularités comporte-
mentales de ces organismes, compte tenu de la durée de l'essai. En effet, les mollusques bivalves
ont la possibilit€ de fermer hermétiquement leur coquille ou de fermer leur siphon exhalant, arrétant
ainsi toute filtration, en réponse a un stress environnemental (Rodgers er al., 1980 ; Watling, 1981 ;
Manley, 1983). Ces réactions isolent I'animal de son milieu et lui permettent d'éviter l'intoxication
aigué (Scott et Major, 1972 ; Davenport, 1977 ; Davenport and Manley, 1978 ; Akberali, 1978). Par
exemple, le bivalve marin Scrobicularia plana peut s'isoler 5 & 7 jours quand il est placé dans des
conditions défavorables (Akberali, 1978). Cette particularité des bivalves pose le probléme de la
significativité des résultats des essais de court terme. Akberali et al. (1981) ont proposé que I'essai
de mortalité soit prolongé chez les bivalves a 8 jours au minimum.

Parmi les polluants métalliques, le cuivre est le plus toxique pour la 1étalité chez les bivalves,
suivi du mercure. Bien qu'il soit difficile de faire un classement général A cause des différences de
sensibilité entre espéces, le classement suivant est souvent vérifié :

Cu*t > Hg+*+ >> Cd*+* > Zn > Pb** (Rodgers et al., 1980 ; Watling, 1981 ; Mohan et al.,
1986a ; Chan, 1988 ; Sathyanathan, 1988).

- Toxicit€ du cuivre : c'est le métal le plus toxique chez les bivalves, la CL50, 96 h dépasse
souvent 1 ppm et est le plus souvent inférieure a 0,5 ppm (Tableau 5). D'aprés Davenport et Manley
(1978), le seuil de concentration 1étale pour Mytilus edulis est de 0,09-0,10 ppm. La CL50,96 h 1a
plus faible a €t€ établie chez le bivalve d'eau douce Corbicula fluminea (0,040 ppm ; Rodgers et al.,
1980). 11 est a noter que l'effet 1étal peut se manifester méme aprés l'arrét de I'exposition ; chez
Mytilus, Sunila (1981) a enregistré des mortalités 6 jours apres 1'arrét de l'exposition (0,4 ppm), ce
qui indique que les atteintes subies étaient irréversibles.

L'effet 1étal semble s'accentuer pendant la période de reproduction ; cela a été montré par
Delhay et Cornet (1975) chez Mytilus. Selon ces auteurs, 1'activité métabolique, intense pendant
cette période, oblige 1'animal 2 filtrer de grandes quantités d'eau et A s'ouvrir en continu, ce qui
I'empéche de pouvoir se fermer pour éviter l'intoxication.

La possibilité pour I'animal de se fermer face & des conditions défavorables peut rendre la re-
lation concentration-taux de mortalité d'allure non linéaire pour les durées d'exposition courtes. Ce
cas a été rapporté par Watling (1981) qui trouve chez Chromomytilus meridionalis deux valeurs dis-
tinctes de CL50, 96 h pour le Cu : 0,25 ppm et 3 ppm. Entre 0,5 ppm et 2 ppm Cu, il y a plus de
70% d'animaux survivants. L'auteur a suggéré€ que la concentration de 0,5 ppm serait le seuil de
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fermeture pour cette espéce ; en degd, les animaux sont exposés continuellement, d'oii 1a premiére |
CL50 de 0,25 ppm ; au-dela de 0,5 ppm, ils sont fermés mais s'ouvrent de temps en temps, et c'est
pendant ces moments d'ouverture que la toxicité s'exerce, proportionnellement a la concentration
(Fig. IIL6). Le cas de C. meridionalis contraste avec celui de Perna perna qui présente une relation
concentration-mortalité classique ; le seuil de fermeture est vraisemblablement plus bas.

100
x P PERNA

e C. MERIDIONALIS

SURVIVAL (%)
o
e}

COPPER ( ug/m?)

Fig. 11 : Toxicité létale du cuivre pour C. meridionalis et P. perna, d'aprés Watling (1981).

- Le mercure : sa toxicité est proche de celle du cuivre bien qu'en général 1€gérement inférieu-
re. Les CL50, 96 h se situent souvent en dessous de 1,5 ppm (Tableau IIL.5). La létalité est plus
importante si I'essai est plus long. Calabrese et al. (1977b) rapportent des CL50, 12 jours de 0,015
et 0,012 ppm respectivement pour Mercenaria mercenaria et Crassostrea virginica. Les stades
embryonnaires et jeunes sont plus sensibles & 'action 1étale du Hg (Calabrese et Nelson, 1974).
Nelson et al. (1976) trouvent chez les jeunes Argopecten irradians une CL50, 96 h de 0,089 ppm
Hg, la quasi totalit€ des organismes (95%) étaient morts en présence de 0,150 ppm.

L'action létale des organomercuriels ne semble pas se manifester & court terme. Dorn (1976) a
rapporté une mortalité non significative chez la moule exposée 72 heures a 2,8 ppm de méthylmer-
cure. En revanche, Pelletier (1988) note 54% de mortalité chez la méme espéce apres 32 jours
d'exposition 2 0,003 Hg-méthylmercure. Il semble donc que les effets de cette forme organique du
mercure demandent un certain temps de latence.

- Toxicité du cadmium : sa toxicité létale est trés variable selon les especes édiées et indépen-
damment des conditions d'essai. En effet, Watling (1981) trouve, dans les mémes conditions expé-
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rimentales, une CL50, 96 h de 0,8 ppm pour Crassostrea gigas, alors qu'elle est supérieure a 10 |
ppm pour Perna perna (Tableau 5). La tolérance des bivalves en général envers le Cd est illustrée par
le seuil élevé de fermeture des valves face & ce métal. Chez Mytilus par exemple, il faut une
concentration de 3 ppm Cd pour provoquer ce mécanisme (Sunila, 1981).

- Toxicité du zinc : Dans les expositions de court terme, les bivalves sont trés tolérants au zinc
et il est souvent nécessaire d'atteindre des concentrations de plusieurs mg/l pour observer des mor-
talit€s (Tableau 5). Cependant, une 1€étalité différée peut se manifester longtemps apreés 1'arrét de
l'exposition. Hietanen et al. (1988) ont montré chez Mytilus qu'aprés une exposition unique de 24
heures 4 25 ppm de Zn (qui se termine sans mortalit€), on atteint progressivement 50% de mortalité
en 40 jours. Ce résultat conduit a relativiser la valeur des essais de court terme et montre que les
altérations subies peuvent étre irréversibles 2 moyen terme.

Comme pour le Hg, les premiers stades des bivalves sont trés sensibles au Zn. Calabrese et
Nelson (1974) ont enregistré une mortalité de 50% chez des embryons de Mercenaria mercenaria et
Crassostrea virginica apres 48 heures d'exposition respectivement a 0,166 ppm et 0,310 ppm Zn.

- Toxicit€ du plomb : peu d'études ont €t€ consacrées a ses effets chez les bivalves. Le Pb est
considéré comme étant le métal le moins toxique pour ces organismes. Les CL50, 96 h dépassent
souvent 4 ppm (Tableau 5). On constate cependant des mortalités significatives pour des durées
d'exposition plus longues. C'est le cas chez Dreissena qui montre un taux de mortalité de 32% avec
1,5 ppm Pb dans un essai de 3 semaines (Benyahia et al., 1988).

11 faut noter également la plus grande vulnérabilité des stades embryonnaires face au Pb (Cala-
brese et Nelson, 1974).

- Toxicité combinée des métaux : des études de toxicité combinée ont mis en évidence des cas
d'effets plus qu'additifs (synergisme). Par exemple, Mohan e al. (1986a) ont trouvé une interaction
de ce type entre le Hg et le Cd chez Perna viridis. En revanche, Rodgers et al. (1980) ont décrit un
antagonisme entre le Zn et le Cu chez Corbicula fluminea, le Zn diminuant l'effet toxique du Cu.
Une simple additivité a ét€ rapport€e pour ces deux derniers métaux chez des embryons de
Crassostrea virginica (Mac Innes et Calabrese, 1978). '

11.3.3. Effets sublétaux

Bien qu'ils soient résistants aux métaux du point de vue de l'action létale, les mollusques
bivalves répondent trés bien au niveau physiologique et au niveau comportemental A des concentra-
tions sublétales. De nombreux auteurs se sont intéressés a 1'évaluation de ces réponses. Clest



Tableau 6 : Réponses comportementales aux métaux chez les bivalves.

Métal

Espéce étudiée

Modalités de I'étude

Répohses comportementales

Références

Mytilus edulis

Scrobicularia plana

Tellina tenuis

Dreissena polymorpha

Macoma balthica

0,2 & 10 ppm - réponse
immédiate

0,005 & 1 ppm - réponse
immédiate

0,1 a5ppm-24h

0 a2ppm-30 mn
exposition progressive
0 a 0,4 ppm

0,05 a 0,5 ppm

0a1ppm-24h96h

0 a 0,046 ppm

0a2ppm-24h

. Fermeture immédiate des valves a 10 ppm

(durée : 15 h)

. Fermeture de 15 mn & 1 ppm puis

réouverture

. Adductions intermittentes des valves dés

0,021 ppm, fermeture compléte & 0,2 ppm

. Fermeture immédiate a toutes les

concentrations ; CE50 = 0,06 ppm

. 0,037 ppm cause la premiére adduction

des valves

. Fermeture immédiate & 0,2 ppm

. Fermeture immédiate & 0,5 ppm (6 h)
. Fermeture dés 0,01 mais réouverture

partielle

. Inhibition de l'activité de fouissement

dés 0,25 ppm

. Adductions intermittentes dés 0,030 ppm

. Inhibition de l'activité de fouissement

(40% inhibition & 0,2 ppm)

Scott et Major (1972)

Sunila (1981)
Manley (1983)
Grace et Gainey (1987)

Akberali et Black (1981)

Stirling (1975)

Slooff et al. (1983)

Eldon et al. (1980)

Davenport et Manley (1978)

-ev.



Tableau 6 : Réponses comportementales aux métaux chez les bivalves. (suite)

Métal

Espéce étudiée

Modalités de I'étude

Réponses comportementales

Références

Macoma balthica

Scrobicularia plana

Corbicula fluminea

0,5 a50 ppm-24 h

6,1&20ppm-6h

0a09ppm-24h

. Stimulation de l'activité de fouissement
ao0,55et1ppm

. Inhibition & 2 ppm

. Fermeture aprés 10 mn & 1 ppm,
a 10 ppm fermeture prolongée

. Fermeture Sh/24h a 0,5 ppm

. Fermeture 16h/24h & 0,9 ppm

Eldon et al. (1980)

Akberali et al. (1981)

Doherty et al. (1987)

Macoma balthica

Modiolus sp
Mytilus edulis

Oatppm-24h

0,02 2 0,14 ppm - 12 h
0 4 5,6 ppm

. Inhibition de I'activité de fouissement
des 0,05 ppm

. Inhibition compléte a 1 ppm

. Fermeture a toutes les concentrations

. Fermeture & 3,2 ppm

Eldon et al. (1980)

Mohan et al. (1986b)
Micallef et Tyler (1987)

Mytilus edulis

Dreissena polymorpha
Corbicula fluminea
Macoma balthica

0,5a25 ppm-24h

0 a 0,56 ppm
0ao04ppm-24h
05a1ppm-24h

. Fermeture immédiate a 3 ppm

CE50 = 12,5 ppm
. Adductions intermittentes a 0,37 ppm
. Premiére fermeture aprés 42 mn a 0,4 ppm
. Stimulation du fouissement & 0,5 ppm
._Inhibition & 1 ppm

Sunila (1981)

Slooff et al. (1987)
Doherty et al. (1987)
Eldon et al. (1980)

Macoma balthica

052420 ppm-24 h

. Légere inhibition du fouissement a 0,5 ppm
. Inhibition de 75% a 20 ppm

Eldon et al. (1980)
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l'activité de filtration qui a attiré le plus d'attention, ceci & cause de son rdle vital dans le fonc- |
tionnement de 1'organisme. L'action sur la filtration est souvent associ€e a celle sur le compor-
tement (mouvements valvaires). D'autres recherches ont porté sur la respiration, les processus
biochimiques, la croissance, I'organisation tissulaire et la reproduction.

I1.3.3.1. Le bivalve face au métal, la réponse comportementale

L'aptitude des bivalves a fermer leur coquille pour s'isoler du milieu est  l'origine de leur ré-
sistance 2 l'intoxication aigué (Iétale) par les métaux (Brown et Newell, 1972 ; Scott et Major,
1972 ; Delhay et Cornet, 1975 ; Manley, 1983). Cependant, en se fermant, I'animal ne filtre plus et
l'effet (sublétal) qui en résulte est trés étudié pour le cuivre. La détermination des seuils de concen-
tration qui déclenchent la fermeture est importante dans la compréhension de l'effet sur la filtration ;
la séquence entre le début de 1'exposition et la premitre fermeture est également trés commentée
(Davenport, 1977 ; Davenport et Manley, 1978 ; Akberali et Black, 1981 ; Akberali ez al., 1981 ;
Manley, 1983).

IL.3.3.1.1 Luﬁmss_qzmnonmmmlc_mmum (Tableau 6)

Davenport (1977) a montré que Mytilus peut survivre pendant 6 heures a une concentration de
0,5 ppm Cu sans effets déléteres mesurables grice a la fermeture de la coquille. Cet auteur €mit alors
I'hypothése que, si dans le milieu naturel I'arrivée d'eau contaminée alternait avec une eau propre
toutes les six heures, on ne verrait pas d'effets toxiques. Davenport et Manley (1978) ont testé des
concentrations croissantes en Cu et ont montré que la réaction était séquentielle.

L'animal répond par une brusque adduction de ses valves dés 0,010 ppm Cu mais cette réac-
tion n'est pas suivie de fermeture. Ensuite, a partir de 0,020 ppm intervient une phase d'adductions
intermittentes que les auteurs ont appelée "comportement de test” (testing behaviour), et enfin 2 0,2
" ppm Cu on enregistre une fermeture totale (Tableau II.7). Le comportement de test doit son nom au
fait qu'il est considéré comme une phase ol 1'animal teste son environnement avant de se fermer.
Manley (1983) a confirmé cette séquence mais remarque en plus que, pendant le comportement de
test, le siphon exhalant montre une alternance d'ouvertures et de fermetures. Les ouvertures corres-
pondent aux périodes de lafge ouverture des valves. Le siphon inhalant montre un comportement
similaire mais, selon I'auteur, sa réaction n'est pas aussi nette que celle du siphon exhalant.
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Tableau 7 : Réactions comportementales au Cu chez Mytilus edulis d'aprés Manley (1983).
Nombre d'animaux montrant l'une des composantes
Cuivre de la réaction comportementale (nombre total : 9)
(ppm) adduction comportement - fermeture
valvaire brusque de test valvaire
0 1 - -
0,005 1 - -
0,010 4 - -
0,020 5 5 2
0,040 8 7 6
0,050 9 9 6
0,100 9 9 5
0,200 9 9 9
0,500 9 9 9
1,000 9 9 9

Grace et Gainey (1987) ont confirmé ces résultats chez Mytilus ; Sloof et al. (1983) notent un
comportement similaire chez Dreissena. D'autres auteurs ont décrit plutdt les périodes de fermeture
et le délai & la premiére réouverture (Akberali et Black, 1981 ; Sunila, 1981). Akberali et Black
(1981) notent que Scrobicularia plana peut détecter 0,01 ppm Cu ; la réponse initiale est 1a fermetu-
re, puis entre 0,01 et 0,1 ppm l'animal se s'ouvre 2 nouveau aprés 2-3 heures ; 2 0,5 ppm Cu, la
fermeture est continue pendant les 6 heures d'expérience.

La réaction comportementale immédiate est réversible ; 1'animal remis en eau propre reprend
rapidement (en quelques mn) son activité normale (Sunila, 1981 ; Akberali et Black, 1981).

11.3.3.1.2. La réponse comportementale aux métaux autres que le cuivre

L'exposition au mercure produit également des modifications comportementales. Mohan et al.
(1986b) notent que les concentrations de 0,02 2 0,2 ppm Hg provoquent la fermeture des valves
chez Modiolus carvalhoi et Modiolus sp. Chez Mytilus, Micallef et Tyler (1987) rapportent que les
concentrations €levées (3,2 - 5,6 ppm Hg) provoquent la fermeture totale des animaux, la réouver-
ture intervient en fin d'expérience (96 heures). Il semble que les organomercuriels n'aient pas un
effet immédiat sur le comportement valvaire. Dorn (1976) note 2 cet égard que les moules Mytilus
exposces au méthylmercure jusqu'a 2,8 ppm restent ouvertes la majorité du temps. Ce résultat mon-
tre que c'est la forme minérale du métal qui agit au niveau du comportement.

Les modifications causées par le zinc ont €t¢ étudiées en détail chez Scrobicularia plana par
Akberali et al. (1981) et chez Corbicula fluminea par Doherty et al. (1987). Akberali et al. (1981)
ont montré que la réponse de Scrobicularia est immédiate pour les concentrations supérieures 2 0,5
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Tableau 8 : Quelques données concernant les effets des métaux sur la filtration chez les bivalves.

Métal

Espece étudice

Effets sur la filtration

Référence

Cu

Mytilus edulis

Perna perna

. Réduction du Taux de Filtration (TF)

. Réduction du TF ; CE50 = 0,150 ppm

. Réduction du TF ; CE50, 30 mn = 0,094 ppm
. Réduction du TF ; CE50, 5 j = 0,002 ppm

. Réduction du TF ; CE50, 8 h = 0,160 ppm

CE50, 1 h = 0,030 ppm

Manley (1983)

Abel (1976)

Howell et al. (1984)
Grace et Gainey (1987)
Watling (1981)

Chromomytilus
meridionalis . Réduction du TF ; CE50, 8 h = 0,120 ppm Watling (1981)
Crassostrea gigas |. Réduction du TF ; CES0, 8 h = 0,060 ppm Watling (1981)
Crassostrea
margaritacea . Réduction du TF ; CE50, 8 h = 0,090 ppm Watling (1981)

Zn Mytilus edulis . Réduction du TF ; CE50 = 1,6 ppm Abel (1976)
Perna perna . Réduction du TF ; CES0, 48 h = 0,750 ppm Watling (1981)
Chromomytilus
meridionalis . Réduction du TF ; CE50 = 1,980 ppm Watling (1981)
Crassostrea_gigas _|. Réduction du TF ; CE50 = 1,080 ppm Watling (1981)

Cd |Perna perna . Réduction du TF ; CE50 = 28 ppm Watling (1981)
Crassostrea
margaritacea . Réduction du TF ; CE50 = 0,850 ppm Watling (1981)
Mytilus edulis . Pas d'effets significatifs avec 0,1 ppm, 17 j |Poulsen et al. (1982)
Perna viridis . Réduction du TF ; CE50, 96 h = 0,82 ppm Mohan et al. (1986a)
Modiolus carvalhoi |. Réduction du TF ; CE50, 12 h = 2,40 ppm Mohan et al. (1986b)
Modiolus sp . Réduction du TF ; CE50, 12 h = 0,5 ppm Mohan et al. (1986b)

Pb |Perna perna . Réduction du TF ; CE50, 16 h = 4,17 ppm Watling (1981)
Chromomytilus
meridionalis . Réduction du TF ; CES0, 16 h = 4,40 ppm Watling (1981)

Hg |Perna viridis . Réduction du TF ; CE50, 96 h = 0,02 ppm Mohan et al. (1986a)

Modiolus carvalhoi
Modiolus sp
Donax spiculum
Mytilus edulis

. Réduction du TF ; CES0, 12 h = 0,05 ppm

. Réduction du TF ; CE50, 12 h = 0,055 ppm
. Réduction du TF ; CE50, 12 h = 0,055 ppm
. Réduction du TF de 86% en 24 h avec 0,05 ppm

Mohan et al. (1986b)
Mohan et al. (1986b)
Mohan et al. (1986b)
Micaliet et Tyler (1990)
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ppm Zn, et pendant 20 mn une série d'adductions (comportement de test) s'installe. Au-dessus de |
1 ppm, la fermeture totale dure pendant les 6 heures d'essai. Chez Corbicula, 1a durée d'ouverture
sur 24 heures est diminuée par les concentrations croissantes en Zn (de 0,1 2 0,9 ppm). Pour 0,9
ppm Zn, le temps d'ouverture est de 69 mn/24 h alors qu'il est de 600 mn/24 h chez le témoin

(Doherty et al., 1987). '

Pour le cadmium, les données de Slooff et al. (1983) chez Dreissena indiquent I'apparition du
comportement de test 2 1a concentration de 0,37 ppm Cd. La premiére fermeture chez Corbicula est
enregistrée pour 0,4 ppm aprés 42 mn d'exposition (Doherty et al., 1987). Chez Mytilus, la con-
centration de 3 ppm provoque la fermeture immédiate (Sunila, 1981).

11 convient de noter enfin que la réponse comportementale n'est pas spécifique aux métaux.
D'autres polluants ou méme des modifications importantes des facteurs environnementaux (salinité
par exemple) provoquent des réponses similaires. Slooff ez al. (1983) I'ont montré chez Dreissena
pour des polluants organiques comme le lindane et le pentachlorophénol. Chez cette méme espéce,
Kramer et al. (1989) ont rapporté une réponse comportementale au chlore, tributyl-étain et au pétro-
le brut. Manley (1983) a conclu a cet égard que la réponse de Mytilus au Cu n'était qu'un exemple
de la réponse générale aux toxiques chez les bivalves.

I1.3.3.2. Effets sur le taux de filtration

Les données expérimentales indiquent que les métaux, A des concentrations bien inférieures
aux seuils létaux, provoquent chez les bivalves des réductions de la quantité d'eau pompée et, de ce
fait, de la quantité de nourriture ingérée par unité de temps.

* Effets du Cu surle TF

Les concentrations qui provoquent 50% de réduction du TF (CESO0) se situent généralement en
deca de 0,2 ppm (Tableau 8). Les concentrations seuils sont beaucoup plus faibles. Abel (1976) a
déterminé chez Mytilus une CES0 de 0,150 ppm Cu aprés une exposition immédiate tandis que la
CES50 apres une heure, calculée par Manley (1983), est de 0,030 ppm ; le seuil d'inhibition étant de
0,010 ppm. Plus intéressant est 1'effet aprés plusieurs jours d'exposition. Grace et Gainey (1987)
ont trouvé, chez la méme espéce, une CES0, 5 jours de 0,002 ppm Cu, concentration largement
rencontrée dans l'environnement (Forstner et Wittmann, 1981).

Concernant les effets chroniques, les données sont rares. Smith (1985) rapporte une stimula-
tion de la filtration sous l'effet de faibles concentrations (de 0,0001 & 0,01 ppm Cu) aprés 62 jours.
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Notons que ce résultat est relevé par l'auteur pour des mesures de TF de 20 mn et qu'il ne le fetroﬁ- |
ve pas si la mesure est portée 3 30 mn ou 40 mn, ce qui met sa fiabilité en doute.

* Effets du mercure surle TF

Peu de données existent concernant I'effet du Hg sur le TF, mais d'apres les résultats de Mo-
han ez al. (1986a) et Mohan et al. (1986b), sa toxicité parait trés proche de celle du cuivre (Ta-
bleau 8).

* Eff zi le TE

Moins toxique que le Cu et le Hg vis-a-vis de la filtration, le zinc agit néanmoins & des con-
centrations trés inférieures aux seuils 1étaux (Tableau 8). Watling (1981) a par exemple trouvé des
CE50 de 0,75 et 1,98 ppm Zn respectivement pour Perna perna et Chromomytilus meridionalis ; les
CL50, 96 h étaient supérieures & 12 ppm pour les deux especes. L'auteur note cependant un retour a
1a filtration normale (égale au témoin) aprés 48 heures d'exposition et attribue ce phénomene & une
acclimatation des animaux au métal.

* Ef] i le TF

Les CE50 sont trés variables pour ce métal. Watling (1981) considére qu'il a peu d'effets sur
le TF ; les CES0, 8 heures trouvées par cet auteur vont de 0,61 a 35 ppm pour quatre especes de
bivalves (Tableau 8).

Dans un essai d'exposition chronique, Ward (1982) rapporte que I'exposition de Saccostrea
commercialis pendant 45 jours a 0,05 et 0,10 ppm Cd provoque des réductions du TF de 19 et 27%.
* Effets du plomb sur le TF

Les données sont trés rares concernant ce métal. Il semble peu toxique vis-a-vis du TF. Wat-
ling (1981) trouve par exemple des CESO, 16 h supérieures & 4 ppm pour Perna et Chromomytilus.
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I1.3.3.3. Mécanisme d'inhibition de la filtration

L'atteinte de la filtration peut provenir selon Mohan ez al. (1986b) de trois facteurs :

- 1a fréquence des fermetures valvaires
- le taux de l'activité ciliaire
- les modifications du niveau d'irrigation des branchies.

11 faut y ajouter un autre facteur essentiel selon Foster-Smith (1976) qui est I'état d'ouverture
du siphon exhalant.

Le mécanisme exact par lequel les métaux exercent leur toxicité sur la filtration n'est pas
encore complétement élucidé. La recherche en ce sens est essentiellement une recherche des méca-
nismes de détection du métal et de la mise en place de la réaction comportementalc, et éventuelle-
ment ciliaire, qui s'en suivent.

L'action du Cu est la mieux étudiée de tous les métaux et certaines conclusions peuvent en étre
tirées sur le mécanisme mis en jeu. De nombreux auteurs considérent que c'est la réaction comporte-
mentale qui est & l'origine de la réduction du TF sous l'effet du Cu (Rodgers ez al., 1980 ; Sunila,
1981 ; Watling, 1981 ; Manley, 1983) ; ceci parait évident puisque 1'altération des mouvements
valvaires et de I'état d'ouverture du siphon exhalant se répercute nécessairement sur la quantité d'eau
qui transite par la cavité de I'animal. D'autres auteurs soutiennent cependant que les mouvements
valvaires n'ont pas de rle dans le mécanisme d'inhibition de la filtration, celle-ci étant attribuée a
l'activité ciliaire (Howell ez al., 1984 ; Smith, 1985 ; Grace et Gainey, 1987).

Howell et al. (1984) ont constaté que chez des Mytilus dont les muscles adducteurs antérieurs
ont ét€ sectionnés, la réduction du TF existe méme si I'animal ne se ferme plus (CE50, 30 mn =
0,094 ppm Cu). IIs concluent alors que l'inhibition n'est pas due a la réaction comportementale. 11
semble que les auteurs aient négligé 1'inhibition qui pourrait s'exercer par le contrdle de l'ouverture
du siphon. Les auteurs ont ensuite trait€ les animaux par de la réserpine qui est un antidopamine (la
dopamine étant le neurotransmetteur inhibiteur du nerf branchial ; Paparo et Finch, 1972). Apres ce
traitement, l'exposition au Cu n'affecte plus le TF. Les auteurs suggérent alors que l'action du Cu
(et peut-Etre des autres polluants) est exercée via un effet inhibiteur du nerf branchial sur les batte-
ments ciliaires. Cet effet suppose l'existence de chemorécepteurs capables de détecter I'augmenta-
tion de la concentration en métal dans 1'eau.

Cependant, l'effet sur les battements ciliaires est particulier au Cu. Le zinc par exemple n'a
aucun effet, méme 2 la concentration de 500 ppm (Brown et Newell, 1972). En revanche, la réac-
tion comportementale est commune aux différents métaux.
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L'intervention du nerf branchial dans la réaction au cuivre est rapportée également par Smith
(1985) qui enregistre une élévation du taux de dopamine dans le ganglion viscéral des moules expo-
sées pendant 62 jours au Cu (0,0001 2 0,010 ppm) ; l'auteur insiste sur l'importance de cet effet
dans la compréhension du mécanisme de toxicité du Cu et des autres métaux chez les bivalves.

L'existence de chemorécepteurs a été mise en évidence par Akberali et al. (1981) chez Scrobi-
cularia plana ; il s'agit du complexe du muscle cruciforme (Fig. 12) qui contient une fente s'ouvrant
sur la cavité du manteau et contenant un ganglion sensoriel reli€ au nerf viscéral par une branche du

nerf palléal postérieur (Franc, 1960). Ce complexe ganglio-musculaire, particulier aux tellinacés,
fonctionne par le jeu de la tension des muscles : 1a fente se dilate quand celle-ci est €levée et rétrécit

dans le cas opposé ; normalement elle baigne constamment dans le milieu extérieur et assure le
contrdle de sa qualité. Akberali et al. (1981) ont coupé les muscles cruciformes pour supprimer la
tension et rétrécir la fente ; ils constatent alors que le zinc 2 1 et 10 ppm n'a pas d'effet sur le siphon

inhalant alors que normalement il provoque sa contraction.

VALVE

SuY

T

T

Wi

Fig.12: Schéma de la coupe longitudinale du complexe musculaire cruciforme montrant le systéme
sensoriel ; d'aprés Akberali et al. (1981).
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Tableau 9 : Quelques données bibliographiques concernant les effets des métaux sur la
respiration des bivalves.

Métal| Espece étudiée Effets sur la respiration Référence
Cu' Mytilus - edulis - Réduction de la VO2 de 50% a 500 ppm Brown et Newell (1972)
(animaux dont le muscle adducteur est sectionné
. Réduction immédiate de la VO2 de 33% &
0,5 ppm Scott et Major (1972)
. Réduction de la VO2 de 50% a 0,25 ppm Delhay et Cornet (1975)
. Réduction immédiate de la VO2 de 58,3%
a 0,2 ppm Manley (1983)
Villorita - Reduction de la VO2 de 32% & 0,6 ppm, 48h |Sathyanathan et al. (1988)
cyprinoides
Zn Mytilus edulis . Pas d'effets sur la VO2 avec 500 ppm Brown et Newell (1972)
(branchie)
Mytilus
galloprovincialis |. Réduction de la VO2 de 17% aprés 48 h Pavicic (1980)
(embryons) - d'exposition a 0,1 ppm
Hg |Perna viridis . Réduction de la VO2 ; Mohan et al. (1986a)
CE50, 96 h = 0,059 ppm
Villorita
cyprinoides - Réduction de 28% de la VO2 ; 0,6 ppm, 48h |Sathyanathan et al. (1988)
Cd |Argopecten . Elévation de la VO2 aprés 96 h d'exposition |[Nelson et al. (1976)
a 0,940 ppm

irradians
Perna viridis

Mytilus edulis

. Réduction de la VO2 ; CE50,96h = 0,76 ppm

. Pas d'effets significatifs sur la VO2 avec

0,010 et 0,100 ppm aprés 17 jours

Mohan et al. (1986a)

Poulsen et al. (1982)
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11.3.3.4. Effets des métaux sur l'activité respiratoire

La consommation d'oxygene (VO,), qui reflete I'activité métabolique en aérobie, subit des
effets variés chez les bivalves exposés aux métaux. Trois approches sont utilisées pour évaluer ces
effets

- L'étude sur 'animal intact.

- L'étude sur I'animal ayant subi une manipulation : section des adducteurs, ouverture forcée ;
destruction de parties de la coquille. Ces manipulations visent a éviter l'effet de la fermeture des
valves afin de vérifier l'effet sur la respiration tissulaire proprement dite.

- L'étude sur organe ou partie isolée de 1'animal (branchie, manteau, glande digestive, etc.. D

* Effets du Cu sur la VO, : comme pour la filtration, c'est le métal le plus étudi€ pour
ses effets vis-a-vis de la VO (Tableaun 9). Brown et Newell (1972) ont montré que 500 ppm Cu
réduisait immédiatement de 50% la VO, de I'animal entier (Mytilus). Observant l'activité ciliaire
branchiale, ils ont noté l'inhibition de cette activité ; la branchie isolée montrait aussi une inhibition
de sa VO,. Ces auteurs ont attribué l'effet sur la VO3 chez I'animal entier 3 l'inhibition de I'activité
ciliaire. La respiration de la glande digestive dans les mémes conditions n'est pas affectée.

Utilisant des concentrations beaucoup plus faibles en Cu, Scott et Major (1972) ont noté que
0,5 ppm réduisait de 33% la VO; chez Mytilus ; ils remarquent cependant une reprise rapide (90 mn
apres le début de l'exposition) de la VO, normale ; cette reprise est attribuce a la neutralisation de
l'effet du métal par l'organisme. En présence de 0,2 ppm Cu, il n'y a pas d'effets sur la VO, ; si-
gnalons que ces auteurs ont mesuré la VO; 2 partir de la réouverture des moules. Delhay et Cornet
(1975) ont montré les mémes effets ; le Cu 2 1 ppm inhibe la VO, & 90% dans les heures qui sui-
vent l'exposition, les moules utilisées ayant subi une destruction partielle de la coquille pour pallier
la fermeture des valves. '

Manley (1983) trouve chez 1'animal entier une réduction de 58% de la VO, apres exposition 2
0,2 ppm pendant 60 mn. Discutant les résultats de Delhay et Cornet (1975), Manley remarque que,
méme avec une coquille détruite sur les bords, I'animal peut contracter les bords du manteau et
s'isoler ainsi de l'extérieur. '

Les essais sur des animaux ayant subi la section des adducteurs postérieurs sont trés intéres-
sants car cette opération supprime effectivement la fermeture des valves et du manteau chez Myrilus.
Ces animaux montrent une réduction non significative de 10,3% de la VO, sous l'action de 0,2 ppm
Cu contre 58% de réduction chez les animaux intacts. Exposés & 0,5 ppm, la réduction est de
seulement 33%. A cette concentration, I'activité ciliaire n'est pas affectée mais le tissu épithélial
branchial commence & se désintégrer (Manley, 1983). L'absence d'effets & 0,2 ppm montre, selon
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l'auteur, qu'il n'y a pas d'action du cuivre 2 part 'action indirecte due 2 la fermeture des valves et/du |
au contrdle des états d'ouverture du siphon exhalant.

Les résultats de Brown et Newell (1972) qui montrent une inhibition de l'activité ciliaire, res-
ponsable selon eux de la réduction de 1a VO, ont €t€ obtenus avec des concentrations trop grandes
(250 et 500 ppm) pour avoi; une signification physiologique (Davenport and Redpath, 1984).

Les études des effets des autres métaux sur la respiration des bivalves sont rares. Brown et
Newell (1972) rapportent que 500 ppm Zn n'a aucun effet immédiat sur la respiration de la bran-
chie. Chez des embryons de Mytilus galloprovincialis, Pavicic (1980) met en évidence une réduc-
tion de la VO, aprés 48 heures d'exposition au zinc 2 0,1 ppm ; il semble que I'effet nécessite un
certain temps de latence.

* Effet du mercure : comme le cuivre, il est toxique pour la respiration. Chez Villorita
cyprinoides, Sathyanathan et al. (1988) enregistrent une diminution de 28% de la VO, apres 48
heures d'exposition 4 0,6 ppm Hg ; ils notent cependant une reprise entre 48 et 96 heures, la réduc-
tion est alors de 12%. Chez Perna viridis, 1a CE50, 96 h est 0,059 ppm (Mohan et al., 1986a).
Signalons cependant que, dans les mémes conditions, la CE50, 96 h pour le TF est de 0,2 ppm Hg,
cette concentration n'ayant pas d'effet significatif sur la VO,. La respiration semble donc moins
sensible au Hg que la filtration.

* Effet du cadmium : il réduit la VO, chez Perna. Mohan et al. (1986a) ont déterminé
une CE50, 96 h de 0,76 ppm Cd. Une exposition plus prolongée (17 jours) a une faible concentra-
tion en Cd (0,100 ppm) ne semble pas affecter la VO, chez Mytilus (Poulsen et al., 1982). Un autre
effet intéressant est I'€lévation de la VO, constatée chez de jeunes Argopecten irradians apres 96
heures d'exposition & 0,94 ppm (Nelson et al., 1976).

Un autre aspect de I'intoxication par les métaux est 'installation d'une respiration anaérobie
pendant la fermeture. Akberali et Black (1981) ont suggéré cette possibilité chez Scrobicularia pour
soutenir le métabolisme basal ; ils ont montré que durant cette phase le calcium est remobilisé 2 par-
tir de la coquille. Cette respiration est considérée par les auteurs comme un adaptation supplémen-
taire au stress environnemental ; ils remarquent cependant que I'animal est obligé de s'ouvrir aprés
un certain temps pour évacuer les déchets de cette respiration et de I'excrétion.
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11.3.3.5. Effets biochimiques et cellulaires

Grice a leurs propriétés de liaison, les métaux peuvent se lier & différents groupes électroné-
gatifs, notamment les groupes SH sur les protéines et les enzymes, conduisant ainsi & des change-
ments dans les activités enzymatiques, les synthéses organiques et le métabolisme en général.

Chez Villorita une exposition au Cu et au Hg (0,300 et 0,600 ppm) provoque une élévation de
la teneur en caroténoides en 48 heures ; 2 0,600 ppm elle est quatre fois supérieure au témoin (Sa-
thyanathan et al., 1988). Ces auteurs trouvent également une augmentation de I'acide lactique et une
diminution du glycogéne. L'élévation des caroténoides est considérée comme une adaptation a
l'intoxication ; ils constitueraient une réserve intracellulaire d'O; pour pallier I'état d'hypoxie.

Mizrahi et Achituv (1989) ont montré les effets enzymatiques & court terme des métaux chez le
bivalve Donax trunculus ; 24 heures d'exposition 4 0,1 ppm Cd suffisent & provoquer une légere
inhibition de la cytochrome oxydase et de la lactase déshydrogénase. L'inhibition est beaucoup plus
importante 2 1 et 10 ppm Cd ainsi qu'a 1 et 10 ppm Hg. Ces mémes auteurs trouvent que le zinc a
10 ppm réduit de 50% 'activité de la cytochrome oxydase. Le Hg & 10 ppm réduit l'activité de la
malate déshydrogénase & 70%. Le plomb n'a aucun effet sur les enzymes étudiés.

Travaillant sur des populations de Mytilus edulis d'une région polluée, Gilfillan er al. (1985)
ont mis en évidence une corrélation entre la teneur corporelle en Cd et 'activité de la glucose-6-
phosphatase d'une part, et entre la teneur en Cu et l'activité de l'aspartate amino-transférase d'autre
part. Les auteurs pensent qu'il y a un lien de cause a effet entre le niveau du métal et I'activité enzy-
matique.

Un aspect intéressant de la réponse biochimique au métal a été rapporté¢ récemment par San-
ders (1988) chez Myrilus. 11 s'agit de 'apparition de protéines nouvelles li€es au stress (Stress
Proteins Response) constatée aprés 72 heures d'exposition & 10°M Cd. L'auteur considére cette
réponse comme générale A toute condition défavorable, puisque les mémes synthéses sont consta-
tées lors du stress dii & un choc thermique.

D'autre part, la synthe¢se de protéines spécifiques capables de détoxifier les métaux (métallo-
protéines) est une réponse trés répandue chez les bivalves comme chez tous les étres 'vivants
(chapitre I1.3.1.). 1 faut signaler ici 'augmentation de 'activité lysosomale provoquée par les mé-
taux (Viarengo et al., 1987). Pickwell et Steinert (1984) ont observé une telle augmentation chez des
Mytilu& soumis 2 0,1 et 0,7 ppm Cu pendant 3 jours. Au cours des premieres heures d'exposition,
ils notent une augmentation rapide de l'activité protéolytique.

Les métaux agissent aussi sur les mécanismes de défense immunitaire. Cheng (1988) a par
exemple montré que le cuivre exerce une inhibition sur la phagocytose chez Crassostrea virginica (1
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ppm, 24 h, 72 h, 1 semaine et 2 semaines). Dans les mémes conditions, le Cd a un effet stimula-
teur.

I1.3.3.6. Effets histopathologiques

Des atteintes histologiques causées par les métaux ont été rapportées par différents auteurs. Un
effet indirect est la coupure de fragments des siphons observée chez Scrobicularia exposé a 10 et 20
ppm Zn. Elle est provoquée par le pincement des siphons au cours de la fermeture rapide et brutale
de la coquille (Akberali ez al., 1981). Un effet similaire a ét€ signalé chez Macoma par Eldon et al.
(1980). Des 1ésions du tissu épithélial causent la désintégration en 24 heures des filaments bran-
chiaux de Mytilus exposé a 5 et 10 ppm Cd ou 0,5 ppm Cu (Sunila, 1981 ; Manley, 1983).

Les effets chroniques du Cd et du Cu s'averent plus graves ; Yevich et Yevich (1985) rappor-
tent l'apparition de 1ésions pathologiques chez Placopecten magellanicus aprés exposition a 0,020
ppm Cd/Cu pendant 7 semaines. Les lésions concernent le rein, le diverticule digestif et les tubes
reproducteurs. Pendant la détoxification, I'état histologique s'améliore sauf pour le rein. La mort des
animaux est attribuée a la destruction progressive et irréversible du rein. Sunila (1986) a montré que
l'exposition unique de 24 heures (0 4 0,8 ppm Cd/0 A 0,8 ppm Cu) chez Mytilus suffit pour que des
Iésions persistent une année apres. Sous les cellules latéro-postérieures branchiales, des cavités se
forment. Des déformations dues a des fusions de filaments voisins et opposés apparaissent chez les
individus ayant ét€ exposés au Cu. Ces fusions sont considérées comme des erreurs de réparation
des Iésions dues au métal. '

Ces résultats sont cependant en désaccord avec ceux de Giraud ez al. (1986) concernant le Cd
chez Mytilus ; en effet, ces auteurs n'ont remarqué aucune lésion histopathologique aprés 1'exposi-
tion de 4 semaines (0 & 0,350 ppm Cd) et attribuent 'absence d'effets A I'action protectrice des mé-
tallothion€ines contre la toxicité du Cd.

Les lésions dues au zinc semblent demander de fortes concentrations, du moins & court terme.
Ainsi, dans les mémes conditions que celles de Sunila (1986), Hietanen et al. (1988) ont constaté
que 5 ppm Zn pendant 24 heures avaient comme effet de dilater la veine branchiale tandis qu'il faut
25 ppm Zn pour provoquer l'apparition de cellules inflammatoires dans I'espace sanguin et entre les
cellules épithéliales. Ces observations étant faites 41 jours aprés I'exposition.
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11.3.3.7. Effi la croi 1 i

L'exposition 3 long terme aux métaux lourds provoque une réduction du potentiel de
reproduction (Earnshaw et al., 1986). Gould et al. (1985) ont mis en évidence des altérations dans
les processus gamétogénétiques chez Placopecten magellanicus exposé au Cu et au Cd (0,020 ppm
Cd ou Cu, 7 semaines). Le cadmium provoquait une maturation précoce des gametes alors que le
cuivre avait un effet inhibiteur. Chez les individus dont les gonades sont bien différenciées, le cuivre
provoque la régression de celles-ci. Une restauration partielle a lieu pendant la phase de détoxi-
fication. Une autre étude de Gould ez al. (1988) sur la méme espéce montre un fort effet inhibiteur
du Cu sur la production et la maturation des gametes. De méme chez Mytilus 0,5 ppm Cu inhibe
complétement la croissance des ovocytes et la vitellogenése (Myint et Tyler, 1982).

Le développement des stades larvaires et jeunes peut, sous l'effet des métaux, subir des alté-
rations compromettant la viabilité de I'animal. Chez Mytilus galloprovincialis, e Zn et le Cd provo-
quent des anomalies du développement embryonnaire (CES0, 48 h : 0,137 ppm pour le Zn et 4,1
ppm pour le Cd) (Pavicic, 1980). Chez Mercenaria mercenaria, cet auteur montre également que le
zinc (0,045 2 0,150 ppm) induit des irrégularités morphologiques et une réduction de croissance de
la coquille primaire de la larve ; le Cd réduit aussi la croissance, mais exerce un effet antagoniste du
zinc quand les deux métaux sont combinés.

Un effet inhibiteur de la croissance par le zinc (de 0,025 a 1 ppm, 30 jours) a ét€ mis en évi-
dence par Belanger et al. (1986) chez Corbicula ; 'effet était mesurable dés le 10&éme jour pour 0,5
ppm et plus. Les auteurs notent que cet effet implique un retard chez le groupe pour arriver a la
maturité sexuelle, d'otl une atteinte a 'effort de reproduction de la population. Ils remarquent éga-
lement que la concentration seuil pour cet effet correspond au niveau considéré par 'U.S.E.P.A.
comme sans danger pour la vie aquatique (0,047 ppm Zn).

L'action sur la croissance est également illustrée par les résultats de Stromgren (1986) qui
montrent que 0,003 et 0,006 ppm Cu réduisent le taux de croissance de 21% et 47% respectivement
chez Mytilus. Signalons que de telles concentrations sont largement répandues dans I'environ-
nement.

L'action du cadmium sur la croissance a été étudiée du point de vue du bilan énergétique chez
Mytilus (Poulsen et al., 1982). Les concentrations utilisées (0,010 et 0,100 ppm, 17 jours) se sont
avérées sans effet sur le potentiel de croissance.

De nombreux auteurs éonsidérent que l'inhibition de la croissance est avant tout due a I'action
des métaux pour la prise et I'assimilation de la nourriture (Gilfillan et al., 1985 ; Belanger ez al.,
1986 ; Stromgren, 1986 ; Farris et al., 1989). Nous avons déja évoqué les effets sur l'activité de
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filtration (chapitre I11.3.3.2.). Quant & 1'assimilation de la nourriture, elle peut étre rendue moins |
efficace par I'action toxique sur les enzymes (Belanger ez al., 1986). Farris et al. (1989) ont montré
une telle action par le zinc (0,034 a 1,1 ppm, 30 jours) sur la cellulase chez Corbicula. L'activité de
cette enzyme diminue avec les concentrations croissantes en métal.
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CHAPITRE I :
MATERIELS BIOLOGIQUES

L1. DREISSENA POLYMORPHA

L1.1. Systématique et répartition géographique

Dreissena polymorpha est une moule d'eau douce qui a gardé une grande ressemblance avec la
moule marine Mytilus edulis, tant sur le plan morphologique que sur le plan biologique (Morton,
1969a). Elle a pour appartenance systématique :

. Embranchement Mollusques

. Classe Lamellibranches (Bivalves)
. Famille Dreissenidae

. Genre Dreissena

. Espéce polymorpha (Pallas, 1771).

Dreissena polymorpha est une espece trés répandue sur I'ensemble du continent européen
(Léglize, 1981). Originaire de la mer Caspienne et de 1a mer Noire, Dreissena a pu coloniser la ma-
jorité des cours d'eau et lacs d'Europe gréce, d'une part & la larve véligére libre et mobile et, d'autre
part 2 la possibilité de se fixer, par le byssus, sur des substrats inoccupés par d'autres bivalves
(Morton, 1969a). Elle peut notamment s'établir sur tout substrat stable, organique (végération) ou
inorganique jusqu'a une limite granulométrique de la dimension des sables (Testard, 1991). Sa
grande adaptabilité physiologique est probablement un facteur également décisif dans cette expan-
sion.

Le fait nouveau est qu'elle a été signalée récemment dans le continent nord américain, dans les
grands lacs au Canada (Hebert et al., 1989). Les auteurs indiquent qu'elle est en cours de devenir un
invertébré dominant du macrobenthos des eaux peu profondes dans I'ensemble des grands lacs
inférieurs. En France, d'apres Tuffery (1978) et une enquéte du Laboratoire d'Ecologie de 1'Uni-
versité de Metz (Léglize, 1981), Dreissena a été recensée dans toutes les régions sauf le Midi-Pyré-
nées et la Corse. La limite de sa colonisation est caractérisée par un maximum thermique de 28°C
(Testard, 1991).

L'importance de Dreissena dans l'écologie des lacs (clarification, sédimentation et équilibre
biologique) a été largement étayée par différents auteurs (Stanczykowska et al., 1975 ; Walz, 1978 ;
Reeders et al., 1989). Les données bibliographiques sur sa biologie et son écologie en Europe ont
été revues récemment en détail par Testard (1991).
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1.1.2. Aspects anatomiques et biologiques

Comme l'indique son nom, la coquille de Dreissena polymorpha est de forme trés variable,
globalement mytiliforme (fig. 13) et zébrée de bandes en Z irréguliéres noires sur fond créme (Mor-
ton, 1969a ; Wallet, 1984). La taille maximale donnée par les auteurs est comprise entre 40 mm
(Wallet, 1984) et 43 mm (Morton, 1969a). Pour la région lorraine, les plus grandes tailles retrou-
vées en Moselle atteignent 40 mm (nos propres observations) mais sont trés rares.

L'anatomie générale de Dreissena est celle des lamellibranches siphonés. Les bords du man-
teau sont soudés, & I'exception d'une ouverture pédieuse qui sert aussi au passage du byssus, et des
deux ouvertures pour les siphons (fig. 1, 1ére partie, chap. 1.1.). Le manteau est cili€ i l'intérieur,
les courants ciliaires sont nettoyeurs sauf ceux qui sont dirigés vers la bouche. Les siphons sont
courts et séparés ; le siphon inhalant a une ouverture ronde relativement large et tentaculée tandis que
le siphon exhalant dirigé dorsalement est conique avec une ouverture plus petite et sans tentacules.

Les branchies sont typiques, elles possédent deux hémibranchies subégales disposées selon la
forme caractéristique en W en coupe transversale (fig. 2, 1ére partie, chap. L.1.). Les branchies sont
plates, de type lamellibranche. Les filaments branchiaux ont une largeur de 40 pum (Morton, 1969a).
La figure 3 (1¢re partie, chap. I.1.) montre les différents groupes ciliaires du filament branchial ;
leur fonctionnement est conforme au schéma général des bivalves (Sprung et Rose, 1988). _

La bouche porte des palpes labiaux cili€s qui permettent de contrdler la prise des particules
alimentaires.

La glande péricardique est un organe excréteur rejetant les déchets dans le péricarde d'oi ils
sont évacués par les conduits excréteurs (Giamberini, 1987).

La maturité sexuelle est atteinte chez Dreissena a 1a fin de la premiére année, quand la taille est
de 9-10 mm (Walz, 1978). Tourari (1988) a décrit en détail le cycle sexuel des populations de la ri-
vitre Moselle ; d'aprés ses résultats, la saison froide correspond au repos sexuel tandis que le déve-
loppement et 1a maturation des gametes débutent au printemps, et leur émission commence 2 la fin
de cette saison et se poursuit pendant 1'été. Sprung (1989) a enregistré le pic majeur de ponte 2 fin
mai-début juin (1985) dans le lac Fuhlinger prés de Cologne. L'auteur a montré qu'en fait la ponte
dépend des conditions climatiques ; elle est précoce si I'hiver n'est pas trop froid.



-64 -

La larve séjourne dans la phase planctonique entre 30 et 100 jours selon la tempél"atm'é ; plﬁs |
celle-ci est €levée, plus la durée de cette phase est courte (Sprung, 1989). Cet auteur a trouvé que le
stade larvaire subit une mortalité de 60% a 89%.

Les données bibliographiques sur le comportement, la filtration et 1a respiration seront discu-
tées dans la troisiéme partie consacrée aux résultats expérimentaux.

1.1.3. Dreissena dans la recherche écotoxicologique
1.1.3.1. Dreissena comme indicateur de pollution

Le pouvoir bioaccumulateur de la moule vis-a-vis des micropolluants (métaux, pesticides,...)
a incité de nombreux chercheurs a l'utiliser et & la recommander, au méme titre que d'autres bivalves
(Mytilus, Unio,...), comme organisme "“sentinelle” (Ravera, 1985) dans l'évaluation in situ de
I'importance et de 1'étendue de la contamination (Karbe ez al., 1975 ; Léglize et Crochard, 1987 ;
Jeanjean, 1989 ; Mersch, 1989). Selon Léglize et Crochard (1987), Dreissena se révéle étre un bon
indicateur du gradient de contamination métallique des cours d'eau soumis aux rejets sidérurgiques ;
une corrélation simple liant la teneur en métal particulaire aux teneurs dans les organismes a ét€ mise
en évidence par Léglize et Nourisson (1983).

Les arguments qui militent en faveur de 1'utilisation de Dreissena comme organisme indicateur
de pollution sont, outre sa capacité de bioaccumulation établie, sa large répartition géographique en
Europe, son abondance et son accessibilité toute 1'année, et 1a commodité analytique. Bias et Karbe
(1985) l'ont proposé comme 1'équivalent, en milieu d'eau douce, de la moule marine Mytilus qui est
utilisée dans le programme du "mussel watch" pour la surveillance de la pollution en milieu marin
(Goldberg et al., 1978 ; Farrington et al., 1983).

Des études de laboratoire ont confirmé le pouvoir bioaccumulateur des métaux chez Dreisse-
na ; signalons a ce propos les recherches de Bias et Karbe (1985) sur le cadmium, de Maarouf ez al.
(1987) et Maarouf (1988) sur le zinc, de Benyahia et al. (1987) sur le plomb, et de Herwig e al.
(1989) sur le cadmium. '

1.1.3.2. Dreissena comme outil d'évaluation de la toxicité

Dreissena a été proposée comme moyen d'évaluation du risque toxique des produits chimi-
ques et des effluents industriels et urbains (Slooff et al., 1983 ; Kramer et al., 1989). Les essais
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proposés sont basés sur la réaction comportementale valvaire. Ils seront largement évoqués dans 1e |
chapitre II de 1a 4&me partie.

1.2. CHLORELLA VULGARIS

1.2.1. Choix de l'espece

Cette algue a été utilisée comme nourriture dans certaines expériences et dans un essai d'éva-
luation du taux de filtration. C'est une algue unicellulaire, solitaire, non flagellée, de forme ellipsoi-
dale ou sphérique (Férard, 1987). Sa taille varie entre 2 et 10 um selon les souches.

Cette espice a €té choisie, d'une part parce qu'elle est bien retenue par les branchies de Dreis-
sena (Jorgensen et al., 1984 ; Kryger et Kiisgard, 1988) et, d'autre part, pour sa commodité de
culture intensive.

1.2.2. Conditions de culture

Le milieu de culture utilisé est le milieu universel de Lefevre-Czarda modifié par l'incorpora-
tion d'oligo-€léments d'aprés Mugel et Férard (1978) (Annexe I). ’

La culture est réalisée en milieu liquide et stérile, dans des ballons de 2 1, selon le protocole de
Férard (1987). La solution algale est constamment aérée, ce qui assure I'agitation et un apport ga-
zeux. Le local de culture est une salle thermostatée & 21°C, la photopériode est de 16 heures d'éclai-
rement/8 heures d'obscurité.

Un repiquage hebdomadaire est effectué pour renouveler le milieu et éviter le vieillisse-
ment des cultures.

13. CHLAMYDOMONAS VARIABILIS

Cette chlorophycée biflagellée est plus volumineuse que Chlorella (11-12 pm de diametre),
unicellulhire, libre et mobile. Elle a ét6 préférée A Chlorella dans une expérience d'exposition en
continu au cadmium et au cuivre parce qu'elle n'a pas de paroi et est donc, en principe, mieux digé-
rée par Dreissena.

Les conditions de culture sont identiques 2 celles de Chlorella.
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CHAPITRE II :
APPROCHE METHODOLOGIQUE

IL1. ET ES M

IL.1.1. La station de prélévement

L'objectif de nos expériences étant en premier lieu 1'évaluation d' effets toxiques sur la moule
Dreissena, nous avons choisi de les conduire en laboratoire sur des échantillons prélevés au sein de
populations naturelles. Il était donc important de disposer d'une population suffisamment
nombreuse, facilement accessible toute 1'année et peu ou pas soumise a une pollution métallique,
ceci afin de disposer de témoins fiables.

Des études antérieures du Laboratoire d'Ecologie (Nourisson et Pihan, 1985) sur la conta-
mination métallique de la riviere Moselle et ses affluents ont mis en évidence une pollution signifi-
cative dans la zone avale de la confluence avec 1'Orne (fig. 14). La zone en amont s'est avérée peu
ou pas contaminée selon les métaux. Dans cette zone, la station de Villey-le-Sec, située & 15 km au
Sud de 1a ville de Nancy, a été choisie comme site de prélévement de référence pour ses carac-
téristiques de station peu contaminée (bien que soumise aux rejets du premier site sidérurgique de la
vallée de la Moselle (Neuves-Maisons). Le tableau 10 donne quelques caractéristiques physico-
chimiques de la station.

II.1.2. Récolte des animaux

L'échantillonnage des moules s'effectue sur la berge droite de la station. Les moules sont pré-
levées sur des blocs de pierres jusqu'a 1 m de profondeur ; le byssus est délicatement coupé au
scalpel. Une premiére appréciation de la taille permet de ne garder que les moules de la classe de
taille 20-25 mm. Les échantillons sont ramenés au laboratoire dans des glaciéres isothermiques
contenant I'eau du site. Un volume de 120 1 de cette eau est également prélevé pour servir de milien
de maintenance lors de la phase d'acclimatation et aussi pour la nourriture des moules pendant cer-
taines expériences (voir le détail dans les protocoles des expériences).
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II.1.3. Acclimatation aux conditions de laboratoire

L'acclimatation aux conditions du laboratoire est trés importante lors des mesures physiolo-
giques chez les bivalves, en particulier les mesures respirométriques (Bayne et al., 1976). Il est
donc nécessaire que cette acclimatation se fasse dans des conditions non stressantes pour les mou-
les.

Sauf cas particuliers (qui seront précisés par la suite), les essais de toxicité aigug, de respiro-
métrie, de filtration et de comportement se font 2 la température de 20 + 1°C. Cette température a été
choisie en tenant compte de 1a tolérance thermique de la moule, 20° étant une température favorable &
sa physiologie (Woynarovich, 1961 ; Tourari, 1988), et aussi en raison de la commodité expéri-
mentale.

Une fois transportées au laboratoire, les moules sont soigneusement lavées pour éliminer les
organismes épibiontes (€ponges, algues) ; elles sont mesurées une deuxiéme fois pour ne garder que
la classe de taille 20-24 mm. On contrdle alors leur bonne condition générale en essayant d'écarter
légerement les valves. Les individus qui n'opposent pas de résistance & cette manipulation sont
éliminés.

La fixation sur les supports (plaques de PVC de 10 x 10 cm ou 20 x 10 cm ou 30 x 10 cm,
selon les expériences) et 1'acclimatation se font en une semaine, conformément 2 la majorité des
données bibliographiques et & nos propres essais préliminaires sur les lots témoins. Les moules
placées sur les supports séjournent trois jours dans l'eau de station et quatre jours dans de l'eau de
conduite déchlorée (par passage sur charbon actif) qui constitue le milieu d'essai pour toutes les
expériences.

La température est progressivement augmentée 2 partir de la température du site (si elle est
inférieure a 20°) jusqu'a atteindre 20° au sixiéme jour. Cette régulation se fait au moyen de thermo-
plongeurs automatiques (type RENA-100W). Si la température d'origine est supérieure 2 20°C, on
laisse refroidir I'eau de maintenance jusqu'a 20°C dans la salle d'expérience thermostatée a cette
température. Le milieu d'acclimatation est changé quotidiennement pour éliminer les feces, il est
constamment oxygéné par diffusion d'air (pompes 2 air type IDEAL). '

Les caractéristiques physico-chimiques de I'eau de conduite sont 1égérement différentes de
celles du milieu de prélévement (Tableau 11) mais les dreissénes s'y maintiennent parfaitement.

Au terme de cette semaine d'acclimatation, les moules qui ne seront pas fixées (mauvaise
condition physiologique) sont éliminées. Les essais commencent au huiti¢me jour.
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Tableau 10: Physico-chimie de I'eau de la station de Villey-le-Sec. Mesures effectuées entre 1986
et 1988 ; 30 échantillons analysés (Benyahia, comm. pers.).

Parameétres Minimum Moyenne Maximum
pH 7 7,6 8,0
02 % 75 90 100
ca’* (mg/l) 41 50 70
Mg** 10,2 12,4 15,4
Na* - 6,75 13,5 38
K* 1,70 1,8 2,0
cr, 31,0 78,1 81,6
SO, 37,5 60,0 90,0
PO;” 0,10 0,45 1,25
NO; 2,5 5,5 7,92
HCO; 105 152 170
MEST 8,0 15,2 30,0
Perte aufeu % 12,5 23,0 53,3
Pb total (ng/l) 1,5 3,3 4,5
Pb dissous 0,5 1,6 2,9
Zn total 28,4 37,2 45,4
Zn dissous ' 16,0 22,3 30,5
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Tableau 11: Physico-chimie du milieu expérimental (eau de conduite déchlorée).

Parameétres Minimum Moyenne Maximum
pH 7,8 8,2 8,6
02 % 80 90 100
ca’* (mg/l) 90 105 115
Mg+ 6,12 7,53 8,91
Na* 4,2 6,51 13,8
K* 0,65 1,10 1,85
Cl~ 14,2 21,2 33,6
SO;- 36,5 46,5 58,5
PO;- 0,02 0,06 0,12
NO,; 3,5 5,5 12,1
HCO, 256 280 305

II.2. LEXPOSITION AUX TOXIQUES
I1.2.1. Les systémes d'essai en laboratoire

Dans la recherche en écotoxicologie aquatique en laboratoire, le choix du systeme d'exposi-
tion aux toxiques pose le probléme de la commodité expérimentale et de la pertinence des résultats en
relation avec le colit matériel. Trois types de dispositifs sont couramment utilisés dans les études sur
les poissons et les invert€brés :

* L& systéme statique : 1a substance 2 tester est mélangée a l'eau d'essai au début de 1'expé-
rience pour donner la concentration désirée. Les organismes sont placés dans la solution toxique et y
demeurent jusqu'a la fin de I'essai ou jusqu'a leur mort. Ce systéme est simple et peu coifiteux mais
a des inconvénients importants en rapport avec les modifications du milieu (Ravera, 1985) :

- Diminution de la concentration de la substance testée du fait de son adsorption sur les
parois, sa précipitation éventuelle et son absorption par les animaux.

- Réduction de I'oxygene dissous a cause de la respiration des animaux.

- Variation du pH et accumulation des produits d'excrétion.

Ces modifications peuvent affecter la sensibilité des organismes. De plus, ce systéme ne se
préte pas a des études de moyen et long terme.

* Le systtme 2 circuit ouvert.: le milieu d'exposition est continuellement remplacé, soit par un
flux constant, soit par addition de petites quantité€s du milieu & quelques minutes d'intervalle. Ce
systéme a l'avantage de simuler au mieux la réalit€ dans le milieu naturel (OECD, 1987), de suppri-
mer ou du moins minimiser les causes d'erreur engendrées par l'utilisation du systéme statique
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Fig.15 : Schéma d’une unité d’exposition avec renouvellement périodique.

A : diffuseur d’air, E : enceinte d’exposition, P : portoire avec les dreissénes fixées, T :
résistance chauffante a thermostat.
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(Ravera, 1984). I1 permet aussi de réaliser des expériences & moyen et long terme. Cependant, le -
systéme ouvert a des inconvénients dont le cofit élevé (matériel et produits consommables) et 1a né-
cessité d'une surveillance en continu des variations de concentration. Cette dernidre contrainte exige
un personnel qualifié.

* Le systéme 2 renouvellement périodique : ce systéme constitue un compromis entre le deux
précédents. Le milieu d'exposition est remplacé périodiquement, généralement toutes les 24 ou 48

heures. Ce systéme offre 1'avantage d'étre peu coiiteux et simple a réaliser. Il pallie en partie les
inconvénients du systéme statique et se préte bien aux études 2 moyen terme. I a cependant l'incon-
vénient de perturber les organismes lors du renouvellement (Ravera, 1984).

I1.2.2. Les dispositifs expérimentaux

Nous avons choisi le systéme intermédiaire a savoir le systéme fermé avec renouvellement du
milieu, sauf pour une expérience dont les modalité€s ont nécessité une exposition en continu (voir
I1.2.2.3.).

I1.2.2.1. Dispositif 4 renouvellement périodique et avec circulation d'eau

Ce dispositif est utilisé dans la majorité des essais d'exposition aux métaux (fig. 15). 1 est
constitué d'un bac en polyéthylene de 20 1 pourvu d'une pompe centrifuge d'aquarium d'un débit de
6 I/mn (EHEIM type 1021) qui assure le brassage et la circulation continus du milieu. Une bonne
homogénéisation est ainsi réalisée. L'oxygénation est assurée par un bullage d'air, la température est
maintenue constante avec un thermoplongeur.

Pour certaines expériences n'exigeant pas un grand volume de milieu, nous avons opté pour
un systéme 2 renouvellement constitué d'un cristallisoir en verre de 2 1 mis sur un agitateur magné-
tique 2 vitesse réglable (Prolabo type ROTAMAG 12 ou IKA-COMBIMAC type RCO). L'agitation assure
I'homogénéisation du milieu et son oxygénation.



Fig.16 : Dispositif d’exposition a circuit ouvert.

A : agitateur magnétique.

BD : bac de déchloration sur charbon actif.
EEx: enceinte expérimentale.

P : pompe péristaltique.

PA : prélevement pour analyse.

PB : pompe de bullage.

SA : suspension algale.

SM : solution métallique.

-EL-
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I1.2.2.3. Dispositif A circuit ouvert

Pour conduire une expérience d'évaluation des effets 3 moyen terme (28 jours) du cuivre et du
cadmium sur le bilan énergétique de Dreissena, nous avons utilisé un systéme d'exposition 2 circuit
ouvert. Notre essai fait partie d'une étude de la cinétique d'accumulation de ces deux métaux chez la
dreisséne (*) en relation avec les effets sublétaux.

Dans ce dispositif, 'unit€ d'exposition est un bac en polyéthyléne de 10 1 oil I'on place les

moules fixées sur leur support. L'unité comprend (fig. 16) :

- une arrivée d'eau de dilution délivrée par une pompe MASTERFLEX 4 partir d'un bac
de déchloration au charbon actif,

- une arrivée de solution du métal délivrée par une pompe péristaltique (ISMATEC type
JPS16),

- une arrivée de nourriture algale assurée par une pompe du méme type a partir d'une
solution mére de Chlamydomonas variabilis (3,5-4,5.10 cellules/ml),

- une prise en continu pour le milieu, pour les analyses physico-chimiques et le con-
trble des concentrations réelles en métal (pompe de méme type),

- et un trop-plein assurant I'évacuation du milieu pour son renouvellement.

I1.2.3. Modalit€s de contamination

I1.2.3.1. Systeme fermé avec renouvellement

Le milieu d'exposition est renouvel€ toutes les 24 heures, les supports des moules sont enle-
vés, les bacs sont vidés et remplis A nouveau d'eau de dilution préalablement déchlorée et amenée 2
la température de l'expérience. Les pompes sont réamorcées et les solutions de métal injectées ma-
nuellement. Les moules sont remises dans les bacs aprés quelques minutes d’'homogénéisation.

Ces opérations sont effectuées rapidement (30 mn) pour limiter, pour les moules, la durée
passée & l'air. Pour certaines expériences ol I'on a opté€ pour une alimentation des organismes, la

période de changement de milieu est utilisé€e a cet effet (1 h 30).

La procédure est identique pour I'exposition en milieu agité.

(*) Etude réalis€e par Jacques Mersch
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11.2.3.2. Systéme 2 circuit ouvert

L'eau de dilution est délivrée & un débit de 75 ml/mn, le métal et la nourriture sont délivrés a
un débit de 0,15 ml/mn, les solutions meres sont préparées de fagon a donner, dans le milieu, la
concentration voulue en métal. La nourriture est & une concentration d'environ 9000 cellules/ml.
L'homogénéisation instantanée est assurée par un agitateur magnétique.

I1.2.4. Les solutions métalliques

Les solutions méres de métal sont préparées 2 1 g/l ou 10 g/l (selon les essais) dans de I'eau
distillée et acidifiée & 1% a I'acide nitrique. Les sels minéraux utilisés sont :
le sulfate de cuivre hydraté, CuSO4, SH2O (Extrapur, Merck)
l'acétate de zinc hydraté, Zn (COOCH3);, 2H20 (Normapur, Prolabo)
l'acétate de plomb hydraté, Pb (COOCH3),, 3H20 (Normapur, Prolabo)
le chlorure de cadmium anhydre, CdCl, (pour analyse, Merck)
le chlorure de mercure, HgCl, (pour analyse, Merck).
Les solutions sont gardées a 4°C.

IL.3.1.1. Principe de l'approche

L'activité de filtration a été couramment étudiée par le suivi de I'activité valvaire, I'ouverture
étant assimilée 2 une période de filtration active tandis que la fermeture correspond & un arrét (Sa-
lanki et Lukascovics, 1967 ; Morton, 1971 ; Samant et Agarwal, 1978 ; Walz, 1978). Cependant,
1'étude de 'activité du siphon exhalant en période d'ouverture a montré que celle-ci constituait, avec
l'activité valvaire, un moyen de contrdle de la filtration (Foster-Smith, 1976). Il nous est donc
apparu nécessaire de nous intéresser 2 l'activité du siphon dans I'évaluation de la réponse compor-
tementale de Dreissena aux toxiques. La technique de 1'anémométrie 2 film chaud offre cette possi-
bilité tout en indiquant I'activité valvaire (fermeture et ouverture).
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Fig.17 : Schéma du montage de I'anémomeétre CTA.
D’aprés DISA (1981)
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11.3.1.2. Principe de 1a technique

L'anémomeétre a température constante (CTA) est un pont de Wheatstone alimenté par un
courant continu (fig. 17) et dont I'une des résistances est la sonde 2 film chaud (Rp). La partie sen-
sible de cette sonde (film chaud) est maintenue & température constante, supérieure 2 la température
ambiante, par un systéme d'asservissement électronique (la température ambiante doit étre elle-méme
constante). Le systéme fonctionne alors comme un vélocimétre. Le principe est basé sur le fait que la
quantité de chaleur cédée par le film chaud au fluide ambiant dépend de la vitesse d'écoulement de ce
dernier. Les variations de vitesse du fluide modifient donc le niveau des échanges thermiques entre
le film et le milieu et, de ce fait, modifie également la tension qu'il faut fournir au capteur pour
maintenir sa température constante. Il est possible d'enregistrer les variations de cette tension en
sortie ; elles correspondent alors aux variations de vitesse du fluide au niveau du capteur. Le suivi
peut se faire en continu.

I1.3.1.3. Dispositif expérimental

L'utilisation de cette technique en milieu liquide est trés aisée ; elle requiert peu d'entrainement
et un réglage simple pour une étude qualitative comme la ndtre. La sonde utilisée est une sonde ro-
buste DISA 55A76 dont le capteur est un film de nickel de 0,1 mm de diamétre, enrobé dans un tube
protecteur en acier inoxydable de 1,1 mm de diamétre. Cette sonde est sensible a la composante de
vitesse perpendiculaire & son axe. Elle est montée sur un support mobile et reliée A un anémomeétre 3
température constante DISA CTA 56C16 dont la tension de sortie en position de repos (stand by) est
préalablement réglée & 5V. Un enregistreur potentiométrique PERKIN ELMER 56 est reli€ 4 I'anémo-
metre pour l'enregistrement de l'activité (fig. 18A et 18B).

I1.3.1.4. Milieu d'essai et mode opératoire

Le milieu d'essai est constitué de 1,5 1 d'eau de conduite déchlorée 2 20-22°C dans un cristal-
lisoir de 2 1. La moule est fixée par la base de I'une de ses valves sur un bloc de verre au moyen
d'une colle rapide et insoluble. On positionne le capteur de la sonde 2 3 mm environ du siphon
exhalant, perpendiculairement 2 son axe. Cette opération est effectuée sous la loupe binoculaire. Le
sélecteur de I'anémomeétre est alors mis sur la position d'écoulement "Flow" et le positionnement de
la sonde est finement ajusté de fagon & avoir la plus grande réponse en tension de sortie. Les varia-
tions de tension traduisent alors les variations des courants de filtration. Les enregistrements ont lieu
généralement pour une vitesse de déroulement du papier de 0,5 cm/mn. Le suivi de l'activité est le
plus souvent fait sur des cycles de 24 heures.
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Sonde DISA 55A76

Capteur V

\\ ANEMOMETRE ENREGISTREUR

moule milieu expérimental

Fig.18A : Schéma du dispositif d’enregistrement de I'activité de filtration.

Fig.18B : Détail de la position de la sonde par rapport au siphon exhalent de Dreissena.
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I1.3.1.5. Lecture des enregistrements
L'exemple d'enregistrement présenté sur la figure 19 montre :

- Une ligne de Base (I) correspondant a I'absence de courant (siphon fermé).

- Des qu'il y a émission d'un courant par le siphon, la tension augmente instantané-
ment, provoquant le déplacement du curseur de l'enregistreur (II).

- Tant que le courant est maintenu, la tension reste €levée en variant d'amplitude (III)
en fonction de facteurs tels que la vitesse d'écoulement (qui est variable) et la position du siphon par
rapport i la sonde (mouvements latéraux).

- Lors d'un écoulement continu, des fermetures brusques et instantanées du siphon
peuvent intervenir, provoquant la chute et la reprise instantanées de la tension (IV).

- L'événement (V) représente une fermeture prolongée du siphon (1 minute).

I1.3.2. La mesure du taux de filtration

Les méthodes d'estimation du taux de filtration (TF) ont été revues et discutées dans la pre-
miére partie, chap. 1.1.4.

La technique anémométrique a été utilisée pour 'étude quantitative de la filtration chez des
ascidies (Fiala-Medioni, 1978) et chez des bivalves (Amouroux et al., 1975 ; Amouroux, 1982).

Malheureusement, 1'application & Dreissena s'est avérée impossible & cause de la taille trop
petite de I'ouverture exhalante. Nous avons donc utilisé 1a méthode indirecte & savoir la clarification
d'une suspension (Premiére partie, chap. 1.1.4.2.).

IL.3.2.1. MM@QM

Les mesures du TF sont effectuées dans des cristallisoirs de 2 1 placés sur des agitateurs ma-
gnétiques. L'agitation permet d'éviter la décantation de la suspension utilisée et assure l'oxygéna-
tion du milieu. La mesure consiste 2 laisser filtrer une suspension des particules par un lot de moules
afin de déterminer les concentrations initiales et finales, puis de calculer le TF.

Le mode opératoire sera présenté dans le chapitre consacré aux résultats des effets des métaux
" sur le TF de Dreissena (Troisiéme partie).
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Fig.19 : Exemple d’enregistrement de l'activité de filtration de Dreissena (explications
dans le texte). :
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I1.3.2.2. Les suspensions
I1.3.2.2.1. La suspension de graphite colloidal

Dans les expériences d'évaluation des effets toxiques sur le taux de filtration de Dreissena,
nous avons choisi d'utiliser une suspension de particules inertes : le graphite colloidal qui est cou-
ramment utilisé dans les études de filtration (Morton, 1971 ; Abel, 1976 ; Kuppusamy et Ramalin-
gam, 1982 ; Wright et al., 1982 ; Grace et Gainey, 1987). Ce type de suspension offre 1'avantage de
ne demander aucune préparation préalable et donc d'alléger le protocole de mesure.

La suspension mére de graphite est préparée avec 0,5 ml du colloide Aquadag (Acheson
Colloids) dans 100 ml d'eau distillée. A partir de cette suspension mere, on prépare une gamme de
concentrations (0,0075% ; 0,015% ; 0,025% ; 0,050% et 0,1%) pour établir la corrélation entre le
nombre de particules et la densité optique (DO a 650 nm).

Les volumes a injecter dans le milieu d'essai (2 1 d'eau déchlorée) sont calculés pour obtenir
les concentrations voulues en particules.

I1.3.2.2.2. Les suspensions algales

Chlorella vulgaris a été utilisée dans une expérience pour comparer les résultats avec ceux
obtenus avec le graphite colloidal. Chlamydomonas variabilis a été utilisée dans I'expérience sur les
effets du Cu et du Cd sur le bilan énergétique de Dreissena. Cette algue servant également de nour-
riture en continu. Les suspensions sont préparées a partir de cultures de 7 a 8 jours (phase exponen-
tielle de croissance).

Pour Chlorella on procéde a une centrifugation de la culture a 4750 tr/mn pendant 10 mn, puis
une remise en suspension dans de 'eau déchlorée (filtrée sur filtre 0,45 um) ; cette opération per-

met d'éliminer le milieu de culture qui contient des sécrétions pouvant &tre toxiques pour la moule
(Morton, 1971).

La gamme de concentrations est préparée pour établir la corrélation entre le nombre de cellules
et 1a DO ou, dans le cas de faibles concentrations (de l'ordre de 104 cellules/ml), entre le nombre de
cellules et la fluorescence.
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I1.3.2.3. Comptage des particules

I1.3.2.3.1. la cellule de Th

Les comptages effectués a la cellule de Thoma sont destinés a établir la corrélation entre le
nombre de particules par ml et leur DO. Les déterminations des concentrations se font ensuite par
mesure de l'opacimétrie.

Le comptage s'effectue par microscopie avec un objectif 40, I'échantillon a numérer est infiltré
sous une lamelle calibrée, soigneusement appliquée sur la cellule de Thoma. Le nombre de grands
carrés comptés dépend de la concentration en particules de 1'échantillon, mais 5 carrés sur les 16
sont au minimum comptés chaque fois. Cinq a dix répétitions sont effectuées par échantillon ; leurs
moyennes sont utilisées dans 1'étalonnage des suspensions.

I1.3.2.3.2. Mesure de l'opacité

Pour déterminer les concentrations en particules, on établit la relation entre le nombre de par-
ticules comptées a la cellule de Thoma et la densité optique (DO) transmise par I'échantillon & une
longueur d'onde donnée.

* Pour le graphite colloidal : la DO est mesurée & 650 nm (Jorgensen et Goldberg, 1953 ;
Kuppusamy et Rama]ingam; 1982).

* Pour les suspensions algales : 1a DO est mesurée & 665 nm. D'aprés Mugel et Férard (1978),
il n'y a pas de différence significative entre les DO mesurées entre 430 et 700 nm ; nous avons
choisi arbitrairement 665 nm qui correspond cependant au maximum d'absorption de la chlorophylle
a.

Les DO sont mesurées avec un spectrophotomeétre KONTRON modele Uvikon 810.

11.3.2.3.3. Mesure de la fluorescence

Nous avons utilisé cette mesure dans une expérience des bilans énergétiques ol les concen-
trations algales utilisées (de l'ordre de 104 cellules/ml) étaient trop faibles pour pouvoir étre détermi-
nées avec précision en mesurant I'opacité au spectrophotometre.

La mesure est faite 3 'aside d'un spectrofluorimetre PERKIN ELMER LS-3B. Le principe est le
suivant : une source (lampe 2 arc de xénon ou a vapeur de mercure) produit une radiation dont une
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portion monochromatique est isolée au moyen d'un filtre ou monochromateur primaire. Cette iumié- »
re d'excitation produit dans 1'échantillon une lumiére de fluorescence dont une partie, émise a 90° de
l'axe primaire, traverse un filtre ou monochromateur secondaire pour frapper un détecteur.

Les mesures se font dans des cuves en quartz, 3 438 nm d'excitation et 683 nm d'émission,
ces longueurs d'ondes correspondent respectivement aux pics maximum d'absorption en excitation
et en émission chez Chlorella.

Une gamme de concentrations de Chlamydomonas est préparée pour établir la corrélation entre
le nombre de cellules par ml comptées i la cellule de Thoma et 1a fluorescence. Les concentrations
dans les échantillons d'essai sont alors déterminées 2 partir de cette corrélation.

I1.3.2.4. Expression des résultats

Apres la détermination des concentrations initiale et finale en particules et du poids sec des
parties molles de I'ensemble des moules de I'échantillon, on calcule le taux de filtration (TF) selon la |
formule générale de suivante adaptée de Coughlan (1969) :

V(@nC,-LnC)

TF t.PS

V est le volume du milieu d'essai en ml

C, et C; représentent respectivement la concentration initiale et finale en particules en nombre
de cellules/ml

t est la durée de la mesure en h

PS est le poids sec des parties molles en g

TF estexprimé en ml . h'l . gl

I1.3.3. La mesure respirométrique

I1.3.3.1. Le dispositif de mesure

Nous avons choisi de mesurer la VO, de 1a dreisséne en milieu fermé (méthode dite de confi-
nement aquatique). Ce systéme qui a I'avantage d'étre simple répond parfaitement & l'objet de I'étu-
de (estimation du taux de consommation d'oxygéne) sans que l'animal subisse le stress du manque
d'O, pendant 1a mesure. Le milieu est préalablement saturé en Oy, puis complétement fermé sur lui-

A

meme.



PO,
Ei
CR BT
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Fig.20 : Schéma de la chafne de mesure respirométrique. El : électrode a oxygéne, CR :
cuve respirométrique, BT : bain thermostaté, PO . analyseur d’oxygéne, m :
agitateur magnétique a entrainement pneumatique, %n : enregistreur.
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Le dispositif de mesure est présenté dans la figure 20. Il comprend une cuve respirométrique |
d'une contenance de 125 ml, une électrode polarographique a oxygene (Radiometer E5040) et un
analyseur de pression d'oxygéne (Radiometer pHm 73, qui comprend également un analyseur de
pression de CO; et un pHmétre), celui-ci est reli€ A un enregistreur potentiométrique avec un ampli-
ficateur de haute sensibilité (Radiometer REA 112).

La cuve respirométrique est en plexiglas. Elle est munie d'un agitateur a entrainement pneu-
matique ; 1'agitation assure une bonne homogénéité du milieu, condition nécessaire pour la validité
de 1a mesure en milieu fermé (Quetin et Mickel, 1983).

Un bain thermostaté de haute précision permet de maintenir constante la température et de la
faire varier dans une gamme de 8 & 30°C (£ 0,1°C) gréce 2 un thermometre de contact.

I1.3.3.2. Précantion d'utilisation et entretien

11 est essentiel que les mesures effectuées avec I'€lectrode soit parfaitement reproductibles ; la
sensibilité de I'électrode doit & cet égard étre constante. Or, celle-ci peut souffrir essentiellement de la
variation de température, du vieillissement et de la pression hydrostatique exercée sur elle (Hale,
1983). La variation de température est évitée par l'utilisation du bain thermostaté. '

Le vieillissement (dii au dépdt de microorganismes et de mati¢res en suspension) nécessite la
régénération de la membrane (en polypropyleéne) tous les quinze jours. Enfin, il est nécessaire de
manipuler trés délicatement afin d'éviter une surpression sur la membrane lors de la mise en place de
I'électrode sur la chambre respirométrique. '

L'étalonnage de I'électrode est fait entre une eau dépourvue d'O; (solution saturée en sulfite de
sodium, signal 0) et une eau saturée en O; par bullage d'air.

11.3.3.3. Mode opératoire

Chaque mesure respirométrique porte sur un lot de deux moules (trois pour quelques expé-
riences). Les moules sont placées dans la cuve remplie d'eau saturée en O,. L'électrode ferme
hermétiquement la cuve. La mesure dure entre une et deux heures. A la fin de I'expérience, les
animaux sont séchés & 105°C pendant 24 heures pour déterminer le poids sec des parties molles. A
la fin de chaque série de mesures la consommation propre de I'€lectrode et du milieu sans moules est
mesurée ; elle est soustraite dans le calcul de 1a VO, des animaux.
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11.3.3.4. Expression des résultats

A partir des enregistrements, la VO, est calculée par la relation suivante, qui tient compte du

fait que le volume d'O, dissous par unité de volume est proportionnel 2 la pression partielle de gaz

dans l'eau :
a.ApO2.V
VO2 =550 t.PS
ol

VO, est le taux de consommation d'O2 en mg O, . h-1 . g-1 de poids sec

a est la solubilité de I'oxygene a température et A pression données, en mg O, . 11
A pO;, est I'écart de pression d'O; (pO2) choisi pour le calcul, en mm Hg

V est le volume du respirométre en litres

PS est le poids sec des parties molles, en grammes

t est le temps correspondant & A pO,, en heures.

A pO; est systématiquement pris au moins une demi-heure apres le début de 'enregistrement,

période considérée nécessaire pour 1'animal, pour se remettre du stress de la manipulation.

o est déterminé a partir de 'abaque (Annexe II) d'aprés Rodier (1984).

I1.3.4. Evaluation du potentiel énergétique de croissance

I1.3.4.1. Principe de méthode

La production est estimée de la différence entre I'énergie absorbée de la nourriture et I'énergie

dépensée via la respiration et I'excrétion. L'équation du bilan énergétique est :

P=A-R+0U) (Widdows, 1985).

A est I'énergie absorbée  partir de la nourriture (entrées) en Joules/heure/gramme de poids
sec

R est I'énergie associée 2 la respiration (sorties), en J.h-1.g-!

U est 1'énergie associée a l'excrétion (sorties), en J.h'l.g'1

P est 'énergie potentiellement disponible pour la croissance somatique et la production de
gametes (potentiel énergétique de croissance, P.E.C.), en J.h-l.g-1,
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Les mesures physiologiques nécessaires pour le calcul du P.E.C. sont : (1) le taux de filtra- |

tion, (2) l'efficacité d'absorption de la nourritu_re, (3) le taux de consommation d'oxygeéne et (4) le
taux d'excrétion ammoniacale (TE).

11.3.4.2. Les calculs éncrgétiques

I1.3.4.2.1. Calcul de I'énergie assimilée (A)

L'énergie assimilée est obtenue en multipliant 1a quantité d'énergie consommée (C) par I'effi-
cacité d'absorption (e)

A=Cxe

11.3.4.2.1.1. Calcul de I'épergie consommée (C)

Elle est obtenue en multipliant le TF (en 1.h-1.g-1) par la charge particulaire du milieu (CP, en
mg.I'1) ; le résultat est ensuite converti en équivalent énergie en multipliant par le contenu énergéti-
que des particules alimentaires (CE, en J.mg-! de poids sec)

C (.h-l.g1) = TF (Lh'l.g1) x CP (mg.l')) x CE (J.mg-?).

11.3.4.2.1.2. Calcul de Vefficacité d'absorption (e)
(e) représente l'efficacité par laquelle 1'animal absorbe le matériel filtré de la suspension ; ce
parametre est calculé par le rapport de Conover (Conover, 1966, cité par Widdows, 1985) :

oo F-E
“(1-B)F

ol F est le rapport du poids sec sans cendre (PSSC) et du poids sec (PS) pour la nourriture, et E est
le rapport du PSSC et du PS pour le féces.

IL.3.4.2.2.

~ Dans le contexte de 1'approche énergétique, le taux de consommation d'oxygene (VO;) est une
mesure de I'énergie requise pour soutenir les processus métaboliques. Le taux de dissipation de
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I'énergie dans le métabolisme est obtenu 2 partir de 1a VO, en utilisant le coefficient oxycaloﬁflqﬁe |
unique de 20,33 Joules/ml O, (Crisp, 1971) ; I'équation est la suivante :

R (J.h'l.g1) = VO, (ml O2.h-1.g1) x 20,33 (J/ml O).

Une partie de I'énergic absorbée par 1'animal est excrétée sous forme de déchets métaboli-
ques. 1 est établi que 1'excrétion azotée est dominée chez les invertébrés aquatiques par 1'ammonia-
que (Cockcroft, 1990). C'est le cas par exemple chez Mytilus, qui montre des produits d'excrétion
azotée dont 80 3 90% sont constitués de NHy*, le reste étant sous forme d'urée et d'acides aminés
(Bayne et Scullard, 1977).

Le taux d'excrétion d'ammoniaque- est incorporé dans 1'équation énergétique aprés conversion
en équivalent énergie, sachant que 1 mg N-NH,* équivaut & 24,87 Joules.

I1.3.4.3. La mesure du taux d'excrétion
11.3.4.3.1. Incubation des échantillons

Le principe de la mesure est basé sur le dosage de I'ammoniaque libéré par les organismes
apres un certain temps d'incubation dans un milieu fermé.

Les échantillons (portoirs de 8 moules) sont placés dans des cristallisoirs en verre contenant
un litre d'eau déchlorée et filtrée, ol on les laisse au moins une demi-heure pour reprendre leur
activité normale. Apres une bréve agitation (pour homogénéiser le milieu), on préléve 10 ml et on
recouvre le cristallisoir. On laisse incuber ainsi pendant 3 heures, aprés quoi on effectue un deuxié-
me pnélévémcnt de 10 ml apres une bréve agitation. Les échantillons d'eau sont alors utilisés pour le
dosage colorimétrique de 'azote ammoniacal.

I1.3.4.3.2. Dosage de 1'azote ammoniacal

11.3.4.3.2.1. Principe de la méthode

11 s'agit de la méthode spectrophotométrique au bleu d'indophénol selon la norme frangaise
NF T90015 (AFNOR, 1983) et dont le principe est basé sur la formation, en milieu alcalin (10,4 <



-89-

pH < 11,5), d'un composé type indophénol par réaction des ions ammonium avec du ‘p'hénoi et de -
I'hypochlorite, en présence de nitroprussiate comme catalyseur. La coloration obtenue est mesurée
par spectrophotométrie 4 630 nm.

I1.3.4.3.2.2. Mode opératoire

La préparation des réactifs est conforme 2 la norme NF T90015 (Annexe III). Dans chaque
prise d'essai de 10 ml on introduit 1 ml de solution de phénol et nitroprussiate et 1 ml de solution
alcaline et chlorée, on agite et on met 3 1'obscurité pendant au moins 6 heures. Les mesures sont
alors effectuées au spectrophotométre (Uvikon 810). Des mesures sur eau déchlorée et filtrée sans
moules (essais témoins) sont effectuées parallélement.

11.3.4.3.3. Expression des résultats

Une courbe d'étalonnage est construite selon les recommandations de la norme NF T90015.
Les teneurs en azote ammoniacal sont déduites de cette courbe et exprimées en mg N-NHy/l/g de
poids sec.

I.4. TRAITEMENT DES DONNEES

La significativité des effets observés est testée par le test t de Student dans le cas de 1a compa-
raison de deux moyennes et par I'analyse de variance quand il s'agit de plus de deux moyennes. Le
seuil de significativité de ce test est fixé 2 a = 0,05.
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3éme PARTIE

ETUDE EXPERIMENTALE
RESULTATS ET DISCUSSION
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CHAPITRE I :
TOXICITE LETALE DES METAUX CHEZ DREISSENA

L1. INTRODUCTION

L'évaluation des effets sublétaux (physiologiques) s'intéresse par définition a des concentra-
tions sans effet 1étal pour la durée de l'essai envisagé. Il est donc nécessaire, dans le cadre de notre
étude, d'établir les seuils de concentrations létales ainsi que I'évolution de la mortalité au-dela de ces
seuils. Dans ce contexte, la détermination de la concentration létale moyenne (CL50) est utile pour la
comparaison avec d'autres espéces. Nous avons ainsi choisi de déterminer la CL50-96 h qui est la
concentration métallique qui provoque, en 96 heures, la mort de 50% des organismes en expérien-
ce. La durée de 96 heures est une durée conventionnelle trés employée dans les études de toxicité,
notamment chez les bivalves bien qu'elle soit critiquée par certains auteurs (Akberali et Black,
1981). Ce choix nous permet de comparer la sensibilit€ de Dreissena a celle des autres especes.

Dans un premier temps, un essai préliminaire est conduit afin de déterminer les concentrations
provoquant entre 0 et 100% de mortalité, ce qui donne une indication approximative sur la CL50.
Ensuite, sur la base des résultats de ce premier essai, un essai définitif est réalis€ pour déterminer
avec précision la CL50-96 h.

La concentration maximale utilisée dans les essais préliminaires a ét€ délibérément limitée a 10
ppm. Si une mortalité significative (10%) n'est pas observée, aucun essai supplémentaire n'est
entrepris.

Remarque : Dans ce chapitre et les suivants, les concentrations sont exprimées en ppm (partie par
million) pour les mg/1 et en ppb (partie pour billion) pour les pg/l. Ce mode d'expres-
sion a été préféré aux moles/l afin de pouvoir comparer nos résultats avec ceux rappor-
tés dans la bibliographie (ol les mg/l et les pg/l sont les plus utilisés).

Les moules sont acclimatées en lots de 20 individus sur des supports de 20 x 10 cm selon la
procédure décrite dans la deuxiéme partie, chap. I1.1.3.
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Les essais sont effectués dans un dispositif a circuit fermé avec renouvellement quotidien |
(deuxi¢me partie, chap. I1.2.2.1.). Le volume du milieu est de 10 1 par unité expérimentale. Les
caractéristiques de l'eau de conduite déchlorée sont données dans le tableau 11 (deuxi¢me partie,
chap. I1.1.3.). On note que ce milicu d'essai est caractérisé par une forte dureté.

Avant chaque renouvellement du milieu, la mortalité est contr6lée dans chaque unité expéri-
mentale. Une moule est considérée comme morte quand les valves sont ouvertes et ne se ferment pas
en réponse A un stimulus tactile (Davenport et Manley, 1978). Pour les individus fermés lors du
contrdle, on essaie d'écarter 1égérement les valves. L'absence de résistance et 1a non fermeture
immédiate indiquent la mort (Rodgers et al., 1980).

Les individus morts sont retirés de 1'unit€ expérimentale et comptabilisés.

1.3. EXPRESSION DES RESULTATS

A la fin de I'essai, on calcule la mortalité camulée pour chaque concentration. Pour la validité
de l'essai, nous nous sommes fix¢ la condition qu'il n'y ait pas de mortalité parmi les témoins.

Le calcul de 1a CL50-96 h est effectué par la méthode des probits au moyen d'un programme
informatique qui calcule 1'équation de la courbe de régression de la mortalité (probit) en fonction du
log de la concentration (Ph. Rousselle, Laboratoire d'Ecologie, Metz).

La CL50-96 h est exprimée en concentrations nominales au début de 1'essai.

Si, a l'issue de l'essai, la CL50-96 h ne peut étre déterminée, la plus forte mortalité est indi-
quée avec la concentration correspondante.

L.4. TOXICITE LETALE DU ZINC

Un essai préliminaire réalisé¢ avec des concentrations de 2, 4, 6 et 10 ppm de Zn n'a révélé
aucune mortalité aprés 4 jours d'expérience ; nous n'avons pas effectué d'essai supplémentaire
conformément 2 la concentration limite fixée.
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11 apparait que le zinc, aux concentrations, testées pourtant trés élevées, n'a pas d'effet 1étal a |
court terme sur Dreissena.

Des observations visuelles directes ont permis de constater, d'une part que les animaux pas-
saient de longues périodes fermés et, d'autre part, qu'il y avait une production abondante de mucus.
Ces deux phénomenes n'ont pas €t€ observés chez les témoins. La production de mucus pourrait
étre un moyen de lutte contre la pénétration du métal par I'adsorption de celui-ci, puis son élimina-
tion sous cette forme hors de 1a cavité de 1'animal. George et Pirie (1980) ont suggéré cette poss1b1-
lit€ chez Mytilus edulis.

Maarouf (1988) a réalisé un essai de mortalit€ 3 moyen terme (28 jours) avec le Zn sur Dreis-
sena dans des conditions expérimentales proches des notres, sauf pour le renouvellement du milieu
qui était effectué toutes les 48 heures. Selon l'auteur, la CL50-28 j est de 10,88 ppm Zn. En fin
d'expérience, la mortalité ne dépasse pas 10% en présence de 8 ppm et 30% en présence de 9 et 10
ppm Zn.

L'effet 1étal du Zn ne se manifeste donc que lors d'expositions chroniques a de fortes concen-
trations.

En comparaison avec d'autres bivalves, Dreissena montre une résistance €levée au Zn. Par
exemple, la CL.50-96 h pour Mytilus edulis a été établie 2 2,5 ppm Zn par Ahsanullah (1976) et &
7,8 ppm par Abel (1976). Chez Corbicula fluminea elle est de 6,04 ppm (Rodgers et al., 1980) et
chez Perna viridis elle est de 6,09 ppm (Chan, 1988).

L'absence d'effet létal & court terme ne permet cependant pas d'exclure toute toxicité ; ainsi les
effets sublétaux seront intéressants 3 évaluer, notamment au niveau respiratoire et nutritionnel.

L5. TOXICITE LETALE DU CUIVRE

Considérant les données bibliographiques (Delhaye et Cornet, 1975), il nous a semblé intéres-
sant de réaliser l'essai & deux périodes de I'année, distinctes du point de vue du cycle de reproduc-
tion de la moule, afin d'évaluer 1'effet éventuel de celui-ci sur la toxicité 1étale du cuivre. Ainsi, un
essai fut réalis€ en automne (octobre, repos sexuel) et un autre au printemps (avril, gamétogenése
active).
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Tableau 12: Evolution de la mortalité au cours de I'essai préliminaire (automne) pour lé Cu (noni-
bre d'animaux par concentration : 20).

[Cu] ppb
temps 50 250 500 1000
d'exposition
24 h 0 0 1 6
48 h 0 7 7 12
72 h 0 7 9 2
96 h 0 4 2
total 0 18 19 20

Tableau 13: Evolution de la mortalité au cours de l'essai définitif (automne) pour le Cu (nombre
d'animaux par concentration : 20).

[Cu] ppb
temps 50 100 150 200 250
d'exposition :
24 h 0 0 0 0 0
48 h 0 0 0 1 9
72 h 0 0 1 3 3
96 h 0 0 2 10 3
total 0 0 3 14 15
Tableau 14: Valeur de la CL50-96 h du cuivre chez Dreissena polymorpha.
CL50 - 96 h : Equation de la courbe de mortalité

(ppb)

191 Y = 5,084 + 7,832 (log C - 2,292)
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L5.1. ﬁ_sas_eg_amms

L5.1.1. Essai préliminaire

La revue des données bibliographiques concernant 1a toxicité du Cu chez les bivalves nous a
incité A choisir pour l'essai préliminaire la gamme de concentrations suivante : 0, 50, 250, 500 et
1000 pg/1 (ppb).

Les résultats (Tableau 12) montrent que la concentration de 50 ppb ne provoque aucune mor-
talité pour I'exposition de 4 jours. La mortalité se manifeste dés 24 h pour 500 et 1000 ppb, puis a
48 h pour 250 ppb. 100% de mortalité sont atteints en 72 h avec 1000 ppb Cu.

L5.1.2. Essai définitif

Au vu des résultats de cet essai préliminaire, un essai définitif a été réalisé aux concentrations
suivantes : 0, 50, 100, 150, 200 et 250 ppb Cu.

Les résultats (Tableau 13) montrent que 100 ppb Cu n'ont pas d'effet 1étal au bout de 96 h
d'exposition. Les premitres mortalités apparaissent aprés 48 h aux concentrations de 200 et 250 ppb
et aprés 72 h pour 150 ppb. A 96 h, le taux de mortalité pour 250 ppb est de 75%, ce qui est
inférieur 2 1a valeur constatée lors de I'essai préliminaire (90%).

La C150-96 h calculée est de 191 ppb Cu (Tableau 13).

L5.1.3. Discussion

Les résultats montrent que le cuivre exerce une toxicité létale A des concentrations relativement
faibles. Le seuil de toxicité peut étre situé 2 150 ppb en Cu tandis que 100 ppb est la concentration
sans effet pour l'exposition de 96 h. Ces niveaux scuils situent Dreissena parmi les espéces les plus
sensibles 2 l'action 1étale du Cu. Par comparaison, les données de Scott et Major (1972) et de
Davenport et Manley (1978) indiquent, chez Mytilus, un seuil de 1étalité entre 100 et 200 ppb pour
une exposition de 4 jours. Un résultat similaire est rapporté chez Scrobicularia plana par Akberali et
al. (1981). Chez d'autres especes comme Perna viridis et Chromomytilus meridionalis, les concen-
trations seuils pour la Jtalité sont supérieures 2 200 ppb (Watling, 1981).



Tableau 15: Evolution de la mortalité au cours de l'essai du printemps pour le cuivre (fépéﬁﬁon h° |
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1 : 20 individus par concentration).

[Cu] ppb]

temps 150 180 210 240
d'exposition

24 h 0 0 0 0
48 h 0 2 6 5
72 h 0 3 2 7
96 h 3 4 4 2
total 3 9 12 14

Tableau 16: Evolution de la mortalité au cours de I'essai du printemps pour le cuivre (répétition n®

2 : 20 individus par concentration).

[Cul ppbf

temps 150 180 210 240
d'exposition

24 h 0 0 0 0
48 h 0 1 4 3
72 h 4 3 2 4
96 h 1 5 -8 6
total 5 9 14 13

Tableau 17: Valeur de la CL50-96 h pour le cuivre (printemps) chez Dreissena.

CL50 - 96 h
moyenne Droite de régression de la mortalité
(ppb)
Y1 = 4,950 + 7,384 (log C - 2,288)
193

Y2 = 5,03 + 5,724 (log C - 2,284)
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La sensibilité marquée de Dreissena vis-a-vis du Cu ressort également du calcul de 1a CL50- |
48 h A partir de l'essai préliminaire qui est de 437 ppb. Cette valeur est inférieure aux CL.50-96 h de
plusieurs especes telles que Mytilus edulis (CL50-96 h = 480 ppb, Amiard-Triquet et al., 1986) et
Tellina tenuis (CL50-96 h = 1000 ppb, Stirling, 1975).

D'apres les données bibliographiques, le bivalve d'eau douce Corbicula fluminea semble étre
1a seule espéce plus sensible au Cu que Dreissena (CL50-96 h = 40 ppb, Rodgers et al., 1980).

La toxicité élevée du Cu chez Dreissena n'est cependant pas surprenante, ce métal est connu
pour étre un molluscicide efficace. Le mécanisme de cette toxicité n'est pas enti¢rement €lucidé.
Nous avons remarqué de fortes réactions de fermeture pendant les premiéres 48 h de l'exposition
tandis qu'au troisiéme et au quatri¢me jour, les animaux réagissent plus lentement. Un état d'affai-
blissement est perceptible au moment du contrdle de mortalité par le stimulus tactile. Il est vraisem-
blable que des le début de I'exposition, le métal exerce une forte toxicité physiologique et cellulaire
pendant les périodes d'ouverture mais également pendant les fermetures, car il continue a étre
absorbé 2 partir du liquide palléal. Cette forte toxicité rendrait 1'animal incapable par la suite d'assu-
rer une bonne fermeture pour s'isoler du milieu extérieur. Cette baisse de réaction conduit a 1a pour-
suite de I'exposition effective de I'animal donc a plus de toxicité, aboutissant finalement & 1a mort de
I'organisme. Des atteintes histologiques graves (rupture des jonctions interfilamentaires au niveau de
la branchie, décollement des cellules de 1'épithélium branchial ; Sunila, 1981 ; Manley, 1983)
peuvent se conjuguer aux effets physiologiques et biochimiques et conduire & la mort.

L.5.2. Essai du printemps

Les concentrations testées sont : 0, 150, 180, 210 et 240 ppb Cu avec deux répétitions par
concentration.

Les résultats sont présentés dans les tableaux 15, 16 et 17. La CL-50-96 h moyenne est de
193 ppb de Cu. Cette valeur est quasi égale a la CL50-96 h d'automne (191 ppb de Cu).

La toxicité létale du Cu ne varie donc pas avec le cycle de reproduction. Ce résultat est remarquable

dans la mesure ol il montre que ce métal semble agir d&s qu'on atteint une concentration critique, et

ce indépendamment de 1'état de maturité génitale. Il est établi que des changements métaboliques

notables accompagnent le cycle sexuel chez les bivalves ; la période de repos sexuel correspond 2

des niveaux métaboliques (consommation d'O2) bas alors que la période de gamétogenese active
correspond 2 des niveaux élevés (Widdows, 1978).
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Tableau 18: Mortalité au cours de l'essai préliminaire (automne) pour le Hg (nombre ‘d'anitﬁaux
par concentration : 20).

- [Hg] ppb
temps 50 250 500 1000
d'exposition
24 h 0 0 1 4
48 h 0 0 6 8
72 h 0 0 8 6
96 h 0 0 4 2
total 0 0 19 20

Tableau 19: Mortalité au cours de I'essai définitif (automne) pour le Hg (nombre d'animaux par
concentration : 20).

[Hg] ppb

temps | 250 300 350 400 450
d'exposition

24 h 0 0 0 0 0
48 h 0 0 2 3 2
72 h 0 3 0 5 7
96 h 0 2 0 1 4
total 0 5 2 9 13

Tableay20: Valeur de la CL50-96 h pour le Hg (automne) chez Dreissena.
CL50 - 96 h Equation de la courbe de mortalité

(ppb)
420 ' Y = 4,68 + 7,12 (log C - 2,58)
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Cette absence d'effet de la saison sur la toxicité du Cu chez la moule d'eau douce contraste |
avec les données de Delhaye et Cornet (1975) selon lesquelles il y a chez Mytilus une intensification
de la toxicité en période de ponte par rapport a la période de repos sexuel. Les auteurs expliquent ce
phénomeéne par la nécessité pour I'animal de s'ouvrir, méme en présence de métal, afin d'assurer ses
besoins respiratoires élevés en cette période, avec pour conséquence une exposition effective plus
prolongée qu'en période de repos sexuel. Dans le cas de Dreissena, la durée d'ouverture ne change
‘pas avec la saison (Walz, 1978), cela pourrait expliquer la différence avec Mytilus.

L6. TOXICITE LETALE DU MERCURE

L'étude a été réalisée en méme temps et dans les mémes conditions que 1'étude concernant le
cuivre.

1.6.1. Essai d'automne

1.6.1.1. Essai préliminaire

Sur la base des données bibliographiques, les concentrations suivantes ont été testées : 50,
250, 500 et 1000 ppb Hg. Les résultats (Tableau 18) montrent que les premiéres mortalités inter-
viennent dés 24 heures d'exposition a 500 et 1000 ppb. La concentration de 250 ppb est sans effet
1étal pour la durée de l'essai. 95% et 100% de mortalité sont atteints, en fin d'expérience, respecti-
vement pour 500 et 1000 ppb Hg.

L.6.1.2. Essai définitif

Les concentrations testées sont : 0, 250, 300, 350, 400 et 450 ppb Hg. L'essai est effectué
sans répétition.

D'apres les résultats (Tableau 19), la concentration de 300 ppb est la plus faible concentration
responsable de mortalité. Il semble donc que le seuil de toxicité 1étale se situe entre 250 et 300 ppb,
ce qui est proche du seuil de 320 ppb en Hg rapporté chez Mytilus par Micallef et Tyler (1987).

Notons également qu'en fin d'expérience, la concentration de 350 ppb n'a provoqué que 2
morts alors qu'on enregistre 5 morts & 300 ppb (Tableau 19). Il pourrait s'agir d'une manifestation
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Tableau 21: Mortalit€ au cours de I'essai du printemps pour le Hg, répétition n° 1 (nombre d'ani-
maux par concentration : 20).

[Hg] ppbf

temps 380 410 430 460
d'exposition

24 h 0 0 0 0
48 h 0 0 0 0
72 h 1 3 4 2
96 h 1 3 5 8
total 2 6 9 10

Tableau 22 : Mortalité au cours de I'essai du printemps pour le Hg, répétition n° 2 (nombre d'ani-
maux par concentration : 20).

[Hg] ppbj
temps 380 410 430 460
d'exposition
24 h 0 0 0 0
48 h 0 1 0 0
72 h 3 3 3 4
96 h 2 3 3 8
total 5 7 6 12

Tableau23: Valeur moyenne de la CL50-96 h du Hg chez Dreissena (essai du printemps).

CL50 - 96 h
moyenne Droite de régression de la mortalité
(ppb)
Y1 = 4,61 + 14,91 (log C - 2,63)
450
Y2 = 4,69 + 10,21 (log C - 2,62)
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de la réponse au métal. La durée de fermeture pour 300 ppb serait moins longue que pour 350 ppb |
et, de ce fait, les animaux seraient plus exposés & 300 ppb. Les animaux exposés a 350 ppb réussi-
raient & franchir la durée de 96 heures sans grand dommage grice a une fermeture plus longue. 11
découle de cette interprétation que pour 400 ppb, méme si la durée de fermeture est longue, l'activité
du métal est suffisante pour que la toxicité subie pendant la période d'ouverture soit mortelle. Cette
notion de concentration critique a été suggérée par d'autres auteurs pour le cuivre (Delhaye et
Cornet, 1975 ; Watling, 1981).

La CL50-48 h calculée a partir des résultats de 1'essai préliminaire est de 772 ppb. La CL50-
96 h est de 420 ppb (Tableau 20). Comme pour le cuivre, ces données situent Dreissena parmi les
bivalves les plus sensibles au mercure. A titre de comparaison, la CL50-96 h est de 1570 ppb chez
Villorita cyprinoides (Sathyanathan et al., 1988), de 2510 ppb chez Mytilus edulis (Micallef et Ty-
ler, 1987). Dreissena est cependant moins sensible au Hg que Perna viridis qui montre une CL50-96
h de 230 ppb (Mohan et al., 1986a).

1.6.2. Essai du printemps

Cet essai a été réalis€ avec les concentrations suivantes : 0, 380, 410, 430 et 460 ppb Hg, avec
deux répétitions par concentration.

Les résultats (Tableaux 21 et 22) montrent une sensibilité plus faible que lors de l'éssai
d'automne (Tableau 19). Aucune mortalité n'est observée au bout de 48 heures d'exposition a
I'exception d'un seul individu mort & 410 ppb dans la répétition n® 2 (Tableau 22).

La CL50-96 h moyenne des deux essais est de 450 ppb (Tableau 23), elle est supérieure 2 la valeur
trouvée en automne (420 ppb Hg). En tenant compte des intervalles de confiance (374-472 ppb pour
I'automne et 428-476 ppb pour le printemps), cette différence n'est pas statistiquement significative.
On peut néanmoins estimer que la résistance de Dreissena au Hg est légerement plus €levée au
printemps qu'en automne. Breittmayer et al. (1981) ont rapporté chez Mytilus un maximum de
sensibilité en septembre (repos sexuel) et une sensibilité moindre en novembre (gamétogenése ;
Seed, 1976). Dans leur interprétation de ces variations saisonnigres, les auteurs écartent I'effet du
cycle de reproduction puisque la variation de sensibilité touche également les jeunes, qu'ils
considrent (sans le vérifier) comme non matures. Il faut noter cependant que Mytilus edulis peut
atteindre la maturité sexuelle trés jeune (Lucas et al., 1978 cité par Parache, 1985). L'action du cycle
sexuel est donc probable. Le mécanisme de cette action demande cependant a étre élucidé. On peut
émettre 1'hypothese que la bonne condition générale de Dreissena en période de gamétogenese
(abondance des réserves énergétiques) confere & 'animal une meilleure résistance 2 l'intoxication
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par le Hg. Cela pourrait se traduire par une détoxification plus efficace du métal. Si cette '
interprétation est admise, 1'absence d'effet de saison pour l'action létale du cuivre enregistrée
précédemment indiquerait que 'a