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1. Introduction

L'objectif de cette étude était d'observer in situ I'impact des micropolluants métalliques et organiques sur
des organismes aquatiques modéles (les dreissénes) ainsi que les effets toxiques associés. Cette étude a été
réalisée sur le site atelier de 1’Orge. Le bassin de I'Orge présente une variabilité d'occupation des sols relativement
marquée avec un amont rural et un aval trés urbanisé. Ceci lui confére un intérét tout particulier dans 1'¢tude des
pressions anthropiques.

Au cours de cette étude (initiée en 2007) différents paramétres ont été analysés; a la fois sur le milieu
(physico-chimie, concentration en micropolluants) et sur les organismes (bioaccumulation, génotoxicité,
marqueurs biochimiques). Lors de la campagne de 2007, il a ét¢ mis en évidence peu de différence de
contamination entre les 5 sites étudiés, en termes de contamination métallique du milieu mais également en
termes de contamination des dreissénes. C'est pourquoi une seconde campagne a été lancée en avril 2008 et pour
laquelle nous avons choisi un site bien plus en amont. Nous présentons ici les méthodologies utilisées et les
résultats obtenus lors des campagnes 2007 et 2008.
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2. Matériels et méthodes

2.1.  Sites d'échantillonnage et déploiement des organismes

En septembre 2007, les dreissénes ont été transplantées sur 5 sites :

1 : Orge aval, a Athis-Mons, juste avant la confluence avec la Seine

2 : I'Yvette, juste avant la confluence avec ['Orge

3 : Orge en amont de 1'Yvette

4 : Orge amont, intitulé Orge aval Rémarde dans les graphiques suivants, a Saint-Germain-lés-Arpajon
5 : La Prédecelle, en amont du bassin.

Cette campagne s'est déroulée sur un mois (du 25 septembre au 23 octobre 2007).

En 2008, la campagne s'est déroulée sur deux mois (du 20 mars au 15 mai), deux sites ont été retenus :

1 : 1'Orge a Athis-Mons
6 : la Renarde a Villeconin (91)

Bassin versant de I'Orge
Réseau hycrographique = o

L

Vieoonmm

Figure 1: Sites d'études du bassin de I'Orge

Figure 2: Photo de cages contenant un lot de dreissene
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Les dreissénes ont été prélevées dans la Meuse la veille du déploiement sur les sites. Elles ont été
calibrées (20-22mm), réparties dans des cages (Figure 2), puis transplantées sur les sites (Figure 1).

2.2. Préléevements

Pour chacune des 2 campagnes, le pH et la conductivité ont été mesurés in situ a chaque passage sur les
sites. La température a été suivie en continu grace a des sondes. Des prélévements ponctuels ont été réalisés afin
de mesurer les métaux totaux, particulaires et dissous, les HAP particulaires et dissous, le COD, le COP, la
concentration en chlorophylle, phéopigments, ions majeurs et hydrogénocarbonates (TAC). Ces prélevements ont
été effectués toutes les semaines lors de la campagne 2007 et toutes les 2 semaines lors de celle de 2008.

Les métaux labiles ont été évalués par le déploiement de DGT (DGT Research, Davison et Zang, 1994)
en 2 séries de 2 semaines pour la campagne 2007 et 2 séries de 4 semaines pour la campagne 2008. Les DGT sont
des capteurs passifs permettant d’échantillonner les métaux labiles; ils sont constitués d’un résine chelex-100,
d’un gel de diffusion restrictif et de 2 filtres (un filtre PES de 0,45 um et un filtre PC de 0,4 pm) (Tusseau-
Vuillemin, 2003).

En 2007 les dreissénes transplantées ont été prélevées aprés un mois d'exposition pour des analyses
chimiques (concentration en métaux dans les tissus), la mesure de 1'indice de condition et des biomarqueurs.

En 2008, sur l'ensemble des dreissénes transplantées, 20 organismes sont prélevés tous les 15 jours pour
les analyses chimiques (métaux et HAP dans les tissus) et pour la mesure de l'indice de condition. 40 dreissénes
sont prélevées a un et deux mois d'exposition pour les analyses de génotoxicité et de marqueurs biochimiques.

2.3. Traitement des échantillons au laboratoire
2.3.1 Analyses chimiques de I'eau et des dreissénes’

La concentration en métaux dissous du milieu a été évaluée en filtrant 20ml d’eau a travers un filtre PES
de porosité 0,45um. L’échantillon est acidifié (1%HNQO;) puis analysé par ICP-MS.

Les échantillons destinés a 1'analyse des métaux totaux et particulaire sont minéralisés par DigiPREP puis
analysés en ICP-MS.

Les 20 dreissénes prélevées par site, sont congelées a -80°C puis lyophilisées. 5 subissent une digestion acide a
froid puis sont utilisées pour I’analyse des métaux dans les tissues (analyse individuelle par ICP-AES).

Les 15 restantes sont poolées, réduites en poudre et servent a I’analyse des HAP. Les HAP sont extraits
par micro-onde dans un mélange acétone/heptane (v/v) (50/50) dopé en HAP deutérés (étalons internes). Suite a
I’extraction par micro-onde 1’échantillon est filtré, purifié sur colonne de silice, concentré puis analysé par GC-
MS. Ce protocole d'extraction a été validé par l'utilisation d’un matériel de référence (Mussel Homogenate IAEA-
432).

Du fait de difficultés analytiques, il n'a pas été possible d'obtenir de mesure fiable des concentrations en
HAP labile, dissous et particulaire dans le milieu.

2.3.2 Indice de condition

L'indice de condition (IC) est défini comme étant le rapport entre le poids des tissus mous et le poids total
de I’organisme (comprenant la coquille). Il donne une idée sur 1'état de santé globale de l'organisme.

IC = Masse tissus frais
Masse tissus frais + masse coquille

" Les résultats concernant les mesures chimiques de métaux et de HAP de la campagne 2007 sont présentés dans le rapport
d'activité 2008 du PIREN-Seine. Certains résultats seront rappelés pour mémoire et comparaison. Ici, nous présenterons
surtout les résultats des mesures de la campagne 2008.
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2.3.3 Marqueurs de génotoxicité

Lors de la campagne 2008, le test cométe et le test micronoyaux (MN) ont été réalisés sur les moules
exposées pendant 30 et 60 jours a Villeconin et Athis-Mons (10 moules par site). Deux tissus ont été analysés, les
branchies et 'hémolymphe. Les analyses ont été effectuées dés le retour au laboratoire. Les protocoles du test
comete et du test MN sont présentés dans un rapport conjoint (rapport 2b, 2008).

Branchies: les tests cométe et MN ont été effectués sur 10 dreissénes analysées de maniére indépendante.
Pour le test comete, 100 cellules ont été analysées par individu, soit 1000 cellules par site. Le taux de cassures de
I'ADN est exprimé par site, le paramétre retenu est le tail DNA (% d'ADN dans la queue de cométe). Pour le test
MN, 1000 cellules ont été analysées/lame, soit 10000 cellules/site.

Hémolymphe: Compte tenu des difficultés de prélévement d'hémolymphe, deux pools cellulaires ont été
effectués, chaque pool contenant I'némolymphe de 5 moules. Au total, 200 cellules/site ont été analysées pour le
test comete, et 2000 cellules/site pour le test MN.

2.3.4 Marqueurs biochimiques

Les Glutathion-S-Transférases (GST) sont une famille d’enzymes impliquées dans plusieurs processus de
défense des animaux contre les contaminants. Cette famille enzymatique est notamment majoritairement
impliquée dans les réactions de conjugaison, qui sont des réactions de détoxication des contaminants, ainsi que
dans le métabolisme du glutathion qui est une molécule primordiale dans la lutte contre le stress oxydant. Etant
donné sa position dans les systémes enzymatiques de défense cellulaire, ’activité des GST est considérée comme
un biomarqueur d’exposition des organismes a la contamination de leur milieu.

Pour chaque condition étudiée, 10 dreissénes ont été disséquées afin d’isoler la glande digestive, organe
qui est le siege de la plupart des réactions enzymatiques de défense cellulaire. Les glandes digestives ont ensuite
été broyées individuellement. Aprés centrifugation des broyats, les surnageants contenant les enzymes
cytosoliques recherchées sont utilisés pour doser I’activité GST selon la méthode de Habig et al. (1974)
(évaluation de la capacité de I’extrait enzymatique a conjuguer du glutathion sur une molécule substrat, le
CDNB).

Les métallothionéines (MT), sont des protéines cytosoliques de faible poids moléculaire capables de
chélater les métaux, les empéchant ainsi d'exercer leur activité toxique (Amiard et al 2006). Ces protéines
interviennent dans la physiologie normale des organismes dans la mesure ou elles participent a la régulation
homéostatique des métaux essentiels, mais elles sont également impliquées dans la gestion des métaux non
essentiels qui sont toxiques. L'induction des métallothionéines est couramment utilisée en tant que biomarqueur
d'exposition a la contamination.

Pour chaque condition d’étude, 6 dreissénes ont été disséquées afin d’isoler la glande digestive. Les
glandes ont été homogénéisées dans un tampon Tris (20 mM) NaCl (150 mM) de pH 8,6 avec du J-
mercaptoethanol (10-5 mM) comme antioxydant. Aprés une centrifugation, les métallothionéines, protéines
cytosoliques, sont séparées des autres protéines par choc thermique (15 min a 75°C, puis 30 min dans la glace).
Une seconde centrifugation permet de conserver dans le surnageant les métallothionéines thermostables. Les
métallothionéines sont quantifiées par une méthode polarographique basée sur la quantification des groupements
thiols (Thompson & Cosson, 1984)

Les enzymes digestives, choisies dans cette étude sont I’amylase et 1’endoglucanase. Les conditions
analytiques de mesure de 1’activité de ces enzymes sont présentées dans un rapport conjoint (rapport 2b, 2008).

En automne 2007, pour chaque site d’étude, les activités ont ét€ mesurées sur trois individus différents.
Pour cette premicre étude les stylets cristallins n’ont pas été analysés. Au printemps 2008, pour chaque site
(Villeconin et Athis-Mons) et date d’exposition (30 et 60 J) les activités ont été mesurées dans 5 glandes
digestives individuellement et au niveau de 4 pools de stylets cristallins.
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3. Résultats et discussion

3.1. Caractérisation des sites

Données physico-chimiques:

Les données physico-chimiques montrent qu’Athis-Mons est plus chargé en matiére organique que
Villeconin. En effet les concentrations en MES, chlorophylle et phéopigment sont supérieures a Athis-Mons
(Figure 3).

" MES, COD (mglL) . Chlorophylle, phéopigment (ug/L)

35 30 S
V MES

30 AM MES 25 / \\

25 —a—V COD 20 M \ V Chi
20 L _ —s—AM COD \ \ ——AM Chl

15 15 N |~V phéo
10 / \ —e— AM phéo

\

5 5/ e \\
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|
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Figure 3: Evolution des parametres globaux sur les deux sites de I'Orge (Villeconin et Athis-Mons) en 2008

Au cours des 2 mois d’exposition la température de 1’eau a fortement augmenté (de 8 a 18°C a Athis-
Mons, de 9 a 14°C a Villeconin).

Contaminations métalliques:

Les concentrations en métaux dissous et totaux ne montrent pas d'évolution significative au cours du
temps (Figure 4, Figure 6). Les concentrations en métaux dissous obtenues a Athis-Mons montrent que ce site est
trés impacté par les activités urbaines, ce que traduit les fortes concentrations en certains métaux tels que les Cu,
Zn, Cd et Pb. Elles sont comparables au niveau moyen de contamination de la Seine (Tusseau-Vuillemin, 2007).
Pour l'ensemble des analyses Athis-Mons apparait comme le site le plus contaminé (Figure 4, Figure 5, Figure 6).
Les concentrations mesurées sont comparable a celles de la campagne 2007.

14 oV Jo
*hk e mVJ15
mV J30
I mV J45
mV J60

| OAM JO
OAM J15
o AM J30

mAM J45
i 'Ii <La <caf ||l [ m AM J60

Cr Mn/100 Co Ni/10 Cu/10 Zn/10  Ag*100 Cd*100 Pb

concentration en métaux dissous (ug/L)

Figure 4: Evolution des concentrations en métaux dissous a Athis-Mons (AM) et Villeconin (V) au cours de
l'exposition (<LQ : inférieur a la limite de quantification). Valeurs significativement différentes entre les 2
sites en considérant la contamination moyenne au cours de l'exposition ou la valeur de la LQ dans le cas
de Cd et Ag (Test HSD Tukey post ANOVA, ***p<0,001, ** p<0,05, * p<0,1)
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Figure 5: Concentrations en métaux labiles a Athis-Mons (AM) et Villeconin (V) évaluées par DGT.
Valeurs significativement différentes entre les 2 sites (Z-Test, p<0.5) sauf pour le Co, le Cr a J45 et le Cd a

J45.

Certaines concentrations en métaux labiles n'ont pas pu étre exploitées suite a des difficultés analytiques.
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Figure 6: Evolution des concentrations en métaux totaux a Athis-Mons (AM) et Villeconin (V) au cours de
l'exposition. * Valeurs significativement différentes entre les 2 sites en considérant la contamination
moyenne au cours de l'exposition (Test HSD Tukey post ANOVA, p<0,001).

A partir de ces données (Figure 5), le pourcentage de métaux labiles par rapport aux métaux dissous a pu étre
calculé (Tableau 1). Ces valeurs sont cohérentes avec celles observées par Tusseau-Vuillemin (2007) sur la Seine
et la Marne (Co: 20-29%, Ni: 42-52%, Cu:25%, Cd: 29-37%).

Tableau 1:Pourcentage de métaux labiles par rapport aux métaux dissous, - : valeurs non disponibles car
concentrations de métaux dissous ou labiles non déterminées.

Cr Mn Co Ni Cu Zn Ag Cd

VJ15 20+6 42+11 26+5 19+1 40+9 3130 - ;

Campagne V J45 9+9 - - 8+3 19+8 34 +17 - -

2008 AMJ15 44+15 31+6 18+3 26+3 30+8 36+13 50+38 29+15

AM J45 15+7 - - 22+9  19+6 - 10+5 12+5
Carzné’;?g”e AM 76+ 6 19+5 10+4  13+3
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Il n'apparait pas différence marquée entre les sites bien que les ligands organiques présents dans le milieu
ne soit probablement pas les mémes entre l'amont et l'aval du bassin. En effet les teneurs en COD, ligands
potentiels des métaux, sont presque deux fois plus fortes en aval & Athis-Mons qu'en amont. Notons que les écarts
type sont relativement élevés pour le zinc et 1'argent. Ceci est principalement di a la variation de concentration en
métaux dissous dans le milieu.

Les DGT étaient habituellement déployés sur les sites pendant 15 jours. Lors de la campagne 2008 nous
avons validé des essais sur une période d'un mois. Les résultats ont en effet montré une accumulation linéaire des
métaux sur cette durée. La Figure 7 montre un des exemples d'accumulation du nickel dans la résine obtenus a
Athis-Mons.

70
60 Py
5 P
< 40 /
2,:" 30 0/
© 20 / y = 2E-05x - 0,8409
o / R? = 0,0823
0 ; ; ; ; ;

0 500000 1000000 1500000 2000000 2500000 3000000
t(s)

Figure 7: Accumulation du nickel labile dans les DGT au cours d'un mois d'exposition (exemple d'Athis-
Mons J15)

3.2. Bioaccumulation dans les organismes
3.2.1 Indice de condition

Les résultats de la campagne 2008 montrent une évolution positive de I'indice de condition a Athis-Mons
alors qu'il reste globalement stable a Villeconin (Figure 8). Le poids mou des dreissénes a presque doublé en deux
mois d'exposition a Athis-Mons. Ceci est en accord avec les données physico-chimique (Figure 3, section 3.1) qui
montrent un milieu nutritivement plus favorable a Athis-Mons.

0,5
—e— Athis Mons .
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o
o
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[
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©
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Figure 8: Evolution de l'indice de condition au cours de l'exposition. *: valeurs significativement
différentes entre les 2 sites (Z-Test, p<0.01)
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3.2.2 Bioaccumulation des métaux

Les concentrations en métaux dans les tissus de dreissénes lors de la campagne 2008 ne montrent pas de

différence significative entre les deux sites étudiés, ni méme de différence avec le témoin (JO) (Figure 9).
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Figure 9: Bioaccumulation des métaux dans les dreissenes (ug/g poids sec).

Le lien entre la bioaccumulation chez les dreissénes et la contamination du milieu n'est pas direct puisque
I'accumulation des contaminants dépend de nombreux facteurs tels que la physiologie de I'organisme ou les
parametres physico-chimique du milieu (cf. rapport 2.a). Ainsi l'absence apparente de lien entre la
bioaccumulation chez les individus et les mesures dans 1’eau peut étre due a ces parametres. Lors de cette

campagne 2 hypothéses ont pu étre proposées :

- une différence supposée de 'activité ventilatoire des dreissénes entre les sites. En effet d'aprés Reeders

Mn

(1989 et 1990) plus un milieu est pauvre en MES plus le taux de filtration des dreissénes est important.

D'apres ces études le taux de filtration dans un milieu comparable a Athis-Mons ([MES]~30mg/L) serait de
'ordre de 50-60 ml/dreisséne/heure alors que dans un milieu comme Villeconin ([MES]~8mg/L) il serait de
150-200 ml/dreisséne/heure. Ainsi il est possible que les flux de contaminant entrant au sein des dreissénes
exposees sur les 2 sites ne soit pas tres différents, les plus faibles concentrations étant compensées par des
volumes filtrés plus grands. Cependant, n’ayant pas mesuré 1’activité ventilatoire in situ, cette hypothése n’a

pas pu étre vérifiée.

o I'évolution du poids des individus. En effet les individus exposés a Athis-Mons présentent un indice de
condition plus élevé, traduisant des conditions physiologiques plus favorables (augmentation des tissus mous)

ce qui peut engendrer un effet de dilution biologique masquant la bioaccumulation.
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Figure 10: Concentrations en métaux dans les tissus de dreissenes au cours des 2 mois d'exposition
pondérée par le poids des organismes. Tests statistiques appliqués sur les moyennes de chaque site (a:

Co

1,0

0,9

0,8

0,7
0,6

0,5

0,4
0,3 T

0,2
0,1
0,0

Ni

Cu

12

10

mJo

ovJis
ovJ3o
BV J45
BV J60

OAJ15
OAJ30
WA J45
mAJ60

[ 1177

Zn

valeurs significativement différente du témoin J0, p<0.05; b: valeurs significativement différentes entre les

2 sites, p<0.05).

@Jo

ovJi1s
@VvJ30
|V J45
mV J60

OAJ15
DAJ30
WA J45
W AJ60

CemOA : archive ouverte d'Irstea / Cemagref



La seconde hypothése est confirmée par les résultats de bioaccumulation pondérés par le poids des
organismes (Figure 10), qui montrent une accumulation accrue en aval, ou les teneurs dans 1'eau en métaux sont
plus élevées. Pour le Cr, Co, Ni, Cu, Zn et Cd les concentrations moyennes en métaux dans les tissus sont
supérieures a Athis-Mons. Seul le Mn est plus accumulé a Villeconin, ce qui est en relation avec la contamination
du milieu (Figure 4, Figure 5). De plus cette différence est validée statistiquement pour le Cu, le Zn et le Cd. Pour
certains métaux il semble y avoir une tendance a la dépuration a Villeconin (Cd, Co, Cu) et une accumulation a
Athis-Mons (Cr, Co, Cu, Zn, Mn) au cours de I’exposition.

Ainsi, la contamination des organismes refléte celle du milieu sous réserve de prendre en compte la
physiologie de l'organisme (ici I’évolution du poids des tissus). Le lien entre la contamination du milieu et celle
des organismes nécessite une bonne compréhension des facteurs de contrdle a la fois biologiques et
environnementaux. Il apparait donc primordial de comprendre, dans des conditions contrélées, comment ces
facteurs interviennent pour pouvoir moduler les résultats en fonction des parameétres du milieu.

3.2.3 Bioaccumulation des HAP

Pour la plupart des HAP, une nette différence d'accumulation peut étre observée entre les 2 sites lors de la
campagne 2008 (Figure 11). La concentration en HAP dans les organismes est supérieure a Athis-Mons, d'autant
plus si les résultats sont pondérés par le poids des organismes (Figure 12). Une autre étude (Teil et al., 2009),
menées sur le bassin de 1'Orge en paralléle de la notre, nous a permis d'évaluer le niveau de contamination en
HAP de 2 sites: Villeconin et Viry-Chatillon (quelques kms en amont d'Athis-Mons). Six HAP ont été dosés dans
I'eau brute: BbF, BKF, BaP, DbA4, BghiP et IcdP. Ces résultats montrent que le site aval est 4 a 5 fois plus
contaminé que Villeconin, ce qui est en accord avec nos résultats.
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Figure 11: Concentration en HAP dans les tissus de dreissénes (ng/g poids sec).
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Figure 12: Somme des concentrations en HAP dans les tissus de dreissénes, moyennée sur les 2 mois
d'exposition (A) et pondeéré par le poids des organismes (B) (valeurs significativement différente du témoin
JO et de l'autre site, z-test, *p<0.05, **p<0.001)

3.3. Marqueurs biochimiques

Glutathion-S-Transférases (GST)

Les résultats concernant 1’activité glutathion S-transférase sont présentés dans la Figure 13. En automne
2007, il est observé une augmentation de 1’activité GST le long du gradient amont-aval. Les deux sites de 1’Orge
localisés en aval du bassin montrent en effet une activité accrue, mais la différence avec les sites plus en amont et
avec I’activité témoin a JO n’est pas significative. En revanche, 1’activité mesurée chez les dreissénes exposées
dans 1I’Yvette est clairement induite par rapport aux autres sites et par rapport au témoin, laissant supposer une
exposition a des composés organiques de type €lectrophile plus importante sur ce site que sur les autres (Anova,
F=7,28 ; p=0,002 - HSD Tukey, p<0,05)

Concernant la campagne du printemps 2008 les résultats obtenus pour I’activité GST sont assez
différents. En effet ils montrent une réduction significative entre I’amont et 1’aval du bassin versant. A Villeconin,
site localis¢ en amont, I’activit¢ GST est restée stable au cours de 1’expérimentation et ne différe pas du témoin
JO. On peut donc supposer qu’il n’y pas eu d’exposition notable a des composés organiques susceptibles d’induire
les mécanismes de biotransformation impliqués dans la protection cellulaire. En revanche, a Athis-Mons, site
localisé en aval du bassin versant, les résultats montrent une réduction significative de 1’activité GST (Anova,
F=11,8 ; p<0,001 - HSD Tukey, p<0,05). Cette réduction s’amorce aprés 30 jours d’exposition (test t, p=0.02) et
est clairement installée apres 60 jours (test t, p<0.001). Cette réduction nette de ’activité de défense cellulaire est
interprétée comme un dysfonctionnement traduisant une perturbation des organismes. Ces observations vont dans
le sens d’une imprégnation plus importante, particuliecrement en HAPs, des individus présents sur le site d’Athis-
Mons.

Entre les deux campagnes il y a le site d’ Athis-Mons en commun, et apres 30 J d’exposition en automne
ou au printemps 1’activité chez les individus de ce site est relativement similaire. Or ’interprétation entre ces
deux études apparait différente. Ceci souligne 1’importante influence de la saison considérée. En effet un niveau
d’activité différent d’un facteur 3 est observé chez les témoins du JO entre les deux saisons. Ces résultats
soulignent I’importance de connaitre 1’influence possible de facteurs environnementaux (confusion) sur les
réponses biologiques afin d’éviter toute erreur d’interprétation.
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Figure 13: Evolution de I’activité GST exprimée en nanomoles de conjugué formé par minute et par mg de
protéines) au niveau de la glande digestive des dreissenes exposées 30 jours sur les 5 sites du bassin de
[’Orge en automne 2007 ou exposées 30 et 60 jours sur Villeconin et Athis-Mons au printemps 2008.*
indique une différence significative par rapport au Témoin et par rapport aux autres sites (Test HSD Tukey
post ANOVA, p<0,05)

Les métallothionéines (MT)

Les teneurs en MT ont été déterminées uniquement sur les dreissénes transplantées en période automnale
(2007) et sont présentées sur la Figure 14. Une teneur en MT significativement supérieure est notée chez les
individus transplantés sur les sites d’Orge aval Rémarde et Orge amont Yvette par rapport aux individus
controles. La teneur en MT la plus faible est observée chez les individus exposés sur le site de I’Yvette. Les MT
sont principalement impliquées dans 1’homéostasie des éléments essentiels ou la détoxication des éléments en
exces. Les résultats obtenus sont cohérents avec les mesures de bioaccumulation métallique (Pain-Devin et al.,
2007). En effet ce sont les individus du site Yvette qui présentent les teneures métalliques les plus faibles. Parmi
les autres sites présentant les plus fortes teneurs métalliques, il est difficile de définir un réel gradient car I’ordre
est variable en fonction de 1’élément considéré (Pain-Devin et al., 2007).
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Figure 14: Evolution de la teneur en MT exprimée en ug/g de poids frais apres 30 jours d’exposition sur
les 5 sites du bassin de I’Orge en automne 2007.* indique une différence significative par rapport au
Témoin et par rapport au site Yvette (Test HSD Tukey post ANOVA, p<0,05).
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Le métabolisme digestif (amylase et endoglucanase)

Glande digestive

Les activités des enzymes digestives au niveau de la glande digestive des dreissénes exposées sur
différents sites du bassin versant de 1’Orge sont présentées sur la Figure 15. Concernant I’étude de 1’automne
2007, les individus exposés 30J sur le site de la Prédecelle présentent une activité amylase supérieure aux
dreissénes exposées aux autres sites, a I’exception d’Orge aval a Athis-Mons. A I’inverse les individus de la
Prédecelle présentent une activité endoglucanase inférieure a ceux du site de I’Orge amont Rémarde. Pour les
organismes transplantés durant le printemps 2008 aucune différence significative d’activité n’est observée pour
I’amylase. En ce qui concerne I’endoglucanase, une activité significativement réduite est enregistrée chez les
individus exposés sur le site d’ Athis-Mons pendant 60J. Ces résultats sont cohérents avec ceux de ’activité GST,
en particulier pour I’activité endoglucanase. Ceci peut traduire une perturbation générale du métabolisme des
individus exposés pendant 60 J sur le site d’ Athis-Mons.

Cependant, comme pour la GST, des différences importantes d’activités amylase et endoglucanase
apparaissent entre les deux saisons. De facon générale, des activités enzymatiques plus élevées sont observées au
printemps et ce tout particuliérement pour la cellulase. Ces différences peuvent étre liées a des variations de
parameétres environnementaux tels que la température, la nourriture (quantité, diversité...). Il apparait donc
important de mieux préciser I’importance relative de facteurs naturels (confusion) et de contamination sur
I’activité de ces enzymes.

Stylet cristallin

Les activités des enzymes digestives ont été déterminées au niveau des stylets cristallins uniquement pour
I’expérimentation du printemps 2008 (Figure 16). Aprés 30 ou 60 jours d’exposition, aucune différence intersites
n’est observée. Par contre pour les deux enzymes et au niveau des deux sites, les individus exposés pendant 60 J
présentent des activités significativement supérieures aux individus exposés seulement 30 J. Il est a noter durant
cette expérimentation une augmentation importante de la température de 1’eau qui est passée de 10°C pour J30 a
18°C pour J60. L’effet possible de cette augmentation de température sur 1’activité des enzymes au niveau du
stylet cristallin n’avait pas ét¢ mis en évidence au niveau de la glande. Ces résultats confirment la nécessité de
mieux définir I’influence des facteurs naturels sur les réponses biologiques.

12

CemOA : archive ouverte d'Irstea / Cemagref



ug mal/min/mg prot

ug mal/min/mg prot

Amylase

Automne Printemps
50 T C
45 -
40 -
35 - C
C
30 -+ ¢
251 b
2 -
0 a 3 a,b
15 A a
10
5 -
O = T T T T T T T T T
Prédecelle Orge amontOrge amont Orge aval Yvette Villeconin Villeconin Athis Mons Athis Mons
Rémarde Yvette  Athis Mons J30 160 130 160
Endoglucanase
] Automne Printemps
18 C
16 -
14 - ¢ ¢
12 A
10
81 3 b a,b ab a,b
6 -
4 -
2 -
O = T T T T T T T T T
Prédecelle Orge amontOrge Amont Orge Aval  Yvette Villeconin Villeconin Athis Mons Athis Mons
Rémarde Yvette J30 J60 J30 J60

Figure 15: Evolution de I’activité des enzymes digestives, amylase et endoglucanase (exprimée en ug de
maltose formé par minute et par mg de protéines) au niveau de la glande digestive des dreissénes exposées
30 jours sur les 5 sites du bassin de I’Orge en automne 2007 ou exposées 30 et 60 jours sur Villeconin et
Athis-Mons au printemps 2008. Pour chaque saison les barres avec la méme lettre ne présentent pas de
différence significative (Test HSD Tukey post ANOVA, p<0,05)
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Figure 16: Evolution de I’activité des enzymes digestives, amylase et endoglucanase (exprimée en ug de
maltose formé par minute et par mg de protéines) au niveau du stylet cristallin des dreissénes exposées 30
et 60 jours sur Villeconin et Athis-Mons au printemps 2008. Pour chaque date et chaque enzyme, les barres
avec la méme lettre ne présentent pas de différence significative (Test HSD Tukey post ANOVA, p<0,05)
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3.4. Biomarqueurs de génotoxicité

3.4.1 Cassures de brins d’ADN
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Figure 17: Comparaison du tail DNA dans les cellules de I'hémolymphe (A) et dans les cellules de
branchies (B) de dreissénes exposées pendant 30 et 60 jours dans le bassin de I'Orge. Les valeurs
correspondent a la moyenne + erreur type relative. ANOVA réalisé sur les moyennes des échantillons;
différences significatives entre les valeurs a JO et les valeurs des deux sites * p<0,01 ou ** p<0,001 et
entre les valeurs de tail DNA a Athis-Mons et Villeconin** p<0,001.

Le taux de cassures de 'ADN a été mesuré par le test cométe dans les cellules de 1'hémolymphe et les
cellules de branchies de moules aprés 30 et 60 jours de transplantation. Les résultats sont exprimés en
pourcentage moyen d'ADN contenu dans la queue de la cométe (% Tail DNA), (Figure 17). Le taux de cassures
de I'ADN mesuré dans les moules de Commercy 5 jours aprés leur prélévement dans le canal de 'Est a servi de
référence (JO).

Aprés 30 jours de transplantation dans 1'Orge, on n'observe pas de variation significative du taux de
cassures de I'ADN dans les deux tissus, et cela quel que soit le site de transplantation. Par contre aprés 60 jours de
transplantation, on observe une augmentation significative du taux de cassures de I'ADN dans les hémocytes par
rapport a JO (graphe A), et cela quel que soit le site d'étude. Enfin, c'est a J60 dans les cellules de branchies des
moules d'Athis-Mons qu'on note le plus fort taux de cassures de I'ADN. Ce dernier résultat a permis de mettre en
évidence une différence entre site aprés 60 jours de transplantation.

Le test cométe est classiquement réalisé sur les hémocytes de dreisséne (Pavlica et al., 2001; Buschini et
al., 2003; Binelli, 2008). Cette nouvelle application du test cométe aux cellules de branchie dans une étude de
terrain montre que l'induction de cassures de I'ADN est plus élevée dans les branchies par rapport aux cellules de
I'némolymphe, ce qui pourrait &tre expliqué par une plus grande sensibilité des branchies aux agents
génotoxiques, résultant d'une réparation de ' ADN moins efficace.

On doit néanmoins souligner le fait que la température de I'eau a augmenté de 10°C entre J30 (10°C) et
J60 (18°C). La température de 1'eau in situ pourrait stimuler 1'activité de filtration, 15°C étant considéré comme la
température optimum de filtration chez la dreisséne. Cette ¢élévation de température se répercuterait sur
I'exposition et la métabolisation des micropolluants et, au final cela se traduirait aussi par une augmentation de la
génotoxicité. Récemment, (Pavlica et al. 2008) ont montré une variabilité saisonniére du taux de MN sur les sites
pollués par rapport au site de référence.
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3.4.2 Anomalies nucléaires dans les cellules de I'hémolymphe et les branchies
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Figure 18: Comparaison de la fréquence de micronoyaux dans les cellules de I'hémolymphe (A) et de
branchies (B) de dreissénes exposées pendant 30 et 60 jours dans le bassin de I'Orge. ANOVA réalisé sur
les moyennes des échantillons; différences significatives entre les valeurs a J0 et les valeurs des deux sites

** p<0,001 et entre les valeurs Athis-Mons et Villeconin * p<0,01 et ** p<0,001.

Le taux de MN a JO a été mesuré dans les moules de Commercy au moment de 1'échantillonnage (JO).
Cette valeur a servi de valeur de référence dans 'expérience de transplantation. On constate que le taux a JO est
plus élevé dans les cellules de 1'hémolymphe, par rapport aux cellules de branchie, respectivement 4%o contre
2,6%0 (Figure 18).

Compte tenu des difficultés de prélévements d'hémolymphe, les échantillons d'hémocytes et de cellules de
branchies sont différents (cf. matériels & méthodes). Néanmoins, on observe une augmentation du taux de MN
dans les hémocytes a J30 par rapport a JO, a Villeconin et Athis-Mons (Figure 18, graphe A). A J60, seul le taux
de MN a Villeconin est encore ¢levé par rapport a J30. On ne note pas de différences du taux de MN entre les
deux sites.

Dans les cellules de branchies (Figure 18, graphe B), le taux de MN augmente sur le site d'Athis-Mons:
lI'induction de MN est significative a J30 et J60 par rapport a JO. Par contre, les moules de Villeconin ne
présentent pas de différence significative par rapport a JO. Contrairement aux cassures de I'ADN, le taux de MN
ne varie pas avec la température de 1'eau.

L'induction de MN dans les branchies est comparable a celle observée en milieu perturbé chez la moule
marine dans le Golf de Gdansk (Barsiéne et al., 2006) ou chez la dreisséne exposée a une eau de surface traitée
par des désinfectants (Bolognesi et al., 2004) ou encore a des agents clastogénes de référence (Mersh ef al. 1996).
Comme l'ont observé Mersh et al., (1996) chez la dreisséne et Bolognesi et al., (1999) chez la moule marine
Mytillus galloprovincialis, nos résultats montrent que les cellules de branchies sont plus sensibles aux dommages
chromosomiques que les cellules de I'némolymphe.

Enfin, des concentrations plus élevées en métaux et en MES dans le milieu ont été mise en évidence a
Athis-Mons (cf.Figure 3, Figure 4 et Figure 6). La contamination chimique des moules par certains HAPs est
également plus forte a Athis-Mons. Elle refléte une augmentation de 1'exposition aux HAPs, et probablement une
métabolisation partielle des HAPs expliquant 'accumulation de certains HAPs. Ces résultats vont dans le sens
d'une pression chimique forte sur les individus du site d'Athis-Mons. La génotoxicité exprimée par les individus a
Athis-Mons apparaitrait donc comme une réponse a la pression chimique du milieu.

En conclusion, le test cométe sur cellules de branchies a été appliqué pour la premicre fois dans une étude
de terrain. L'analyse de la génotoxicité dans les cellules de branchies montre clairement une différence entre les
deux sites, Athis-Mons ayant le plus fort taux de MN et de cassures de 'ADN, et une plus grande sensibilité des
cellules de branchies aux génotoxines. La fréquence de MN et le taux de cassures de I'ADN dans les branchies
semblent étre des paramétres biologiques sensibles a la pression chimique du milieu. Il sera nécessaire dans une
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prochaine étude de déterminer s'il existe une variabilité du taux de cassure de I'ADN et de la fréquence de MN en
lien avec les paramétres du milieu (température) et la période de reproduction de 1'animal. Pour cela un suivi
annuel de ces parametres est prévu en 2009 sur trois sites de 1'axe Seine selon un gradient de contamination
amont-aval.

4. Conclusion

Les différentes observations soulignent un effet de la pression de contamination des sites avals sur la
physiologie des organismes. En effet, lors de la campagne de 2008, des différences significatives ont été
observées au niveau de la bioaccumulation des métaux et des HAP dans les tissus ainsi qu’au niveau des
marqueurs de génotoxicité. Dans le cas des marqueurs biochimiques, il est également observé des variations
temporelles importantes ne permettant pas de conclure précisément (automne2007/printemps2008). Ces variations
peuvent étre lies a différents facteurs environnementaux.

Les résultats issus de ces 2 campagnes soulignent 1I’importance de mieux définir I’influence relative des
différents types de paramétres, naturels ou de contamination, sur ces réponses biologiques. Pour ceci nous nous
proposons de mettre en place des études en conditions environnementales, a long terme (1 année), sur différents
sites caractérisés par des pressions anthropiques de différentes origines. Le déploiement sur une année
hydrologique et biologique compléte permettra de mieux comprendre I'importance des facteurs environnementaux
et de la physiologie de l'organisme par rapport a la réponse a la contamination chimique. Ainsi des
transplantations de dreissénes sur trois stations de la Seine (pression urbaine) et cing stations du bassin versant de
la Vesle (pression agri-viticole) seront réalisées avec un prélevement mensuel ou semestriel selon les parametres.
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