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Résumé :

Le présent travail est la continuité d’une étude entamée en 2019 (plus de détails sont
donnés dans les différentes parties de ce document). Ainsi, apreés exposition d’une
population du gastéropode pulmoné terrestre Helix aspersa a des sols contenants des
concentrations croissantes en Cd et Pb en conditions controlées pendants 28 jours, nous
avons procédé a la quantification des teneurs de ces deux éléments dans les tissus mous de
I’espece testée. L’objectif étant de confirmer la capacité de H. aspersa a accumuler ces
éléments, mais aussi de déterminer la relation dose-réponse et donc I’effet du Cd et Pb
accumulés sur la croissance en poids de cette espece via le calcul des concentrations qui
inhibent la croissance de 50% de la population testée.

Les résultats obtenus ont révélé une relation entre les concentrations en Cd accumulées par
H. aspersa et celles contenues dans le sol. En effet, I’accumulation est dose-dépendante ;
elle augmente au fur et a mesure que les concentrations du Cd dans le sol augmentent. Ces
résultat sont été confirmés par le calcul des facteurs de bioaccumulation pour les deux
éléments qui nous ont permis de conclure que H. aspersa est un organisme
macroconcentreur du Cd, et déconcentrateur du Pb.

Par ailleurs, le calcul des CIS0 a révélé une relation dose-réponse entre le cadmium
accumulé dans les tissus mous de H. aspersa et la baisse de la croissance en poids chez
cette espece utilisée comme modele biologique. La CIS0 obtenue pour le cadmium est de
1153.01 pgCd/g de tissus mous. Pour le plomb, nous n’avons pas réussi a déterminer cette
valeur écotoxicologique. Il est évident que le seuil de toxicité pour cet élément dépasse
largement la plus haute concentration accumulée chez H. aspersa.

Globalement, I’espece testée a montré une capacité d’accumulation relativement
importante, notamment pour le cadmium, ce qui confirme son utilité dans les processus de
bioindication et d’évaluation des risques liés a la contamination des sols par ces éléments

considérés comme potentiellement toxiques.

Mots clés : Cd, Pb, Helix aspersa, Bioindication, Test d’écotoxicité.



Abstract

The objective of this study is to confirm the ability of Helix aspersa to accumulate trace
elements in their tissues, and to determine the dose-response relationship between Cd and
Pb concentrations and the weight growth of this species by calculating the concentrations
that inhibit 50% of the tested population's growth (IC50). Thus, after exposing a population
of H. aspersa to soils with increasing concentrations of Cd and Pb under controlled
conditions for 28 days, we quantified the levels of these two elements in the soft tissues of
the tested species.

The results obtained revealed a relationship between the concentrations of Cd accumulated
by H. aspersa and those present in the soil. In fact, accumulation is dose-dependent; it
increases as the concentrations of Cd in the soil increase. These results were confirmed by
calculating the bioaccumulation factors for both elements, which led us to conclude that H.
aspersa is cadmium macroconcentrator and lead deconcentrator.

Furthermore, the calculation of IC50 revealed a dose-response relationship between the
accumulated cadmium in the soft tissues of H. aspersa and the decrease in weight growth
of this species used as a biological model. The IC50 obtained for cadmium is 1153.01
pngCd/g of soft tissues. For lead, we were unable to determine this ecotoxicological value.
It is evident that the toxicity threshold for this element far exceeds the highest
concentration accumulated by H. aspersa.

Overall, the tested species demonstrated a relatively significant accumulation capacity,
especially for cadmium, confirming its utility in processes of bioindication and risk

assessment related to soil contamination by trace elements, considered as potentially toxic.

Keywords: Cd, Pb, Helix aspersa, Bioindication, Ecotoxicity test.
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Introduction

La pollution de I’environnement est devenue un probléme mondial préoccupant, avec
des conséquences néfastes sur la santé humaine, la biodiversité et les écosystemes.
Parmi les différents types de pollution, celle des sols par les éléments traces
métalliques (ETM). Ces derniers sont particulierement douteux en raison de leur
toxicité et persistance dans 1’environnement.

Les ETM tels que le cadmium (Cd) et le plomb (Pb) sont des contaminants
couramment trouvés dans les sols pollués. Ils proviennent principalement des activités
industrielles, minicres, agricoles et urbaines, et peuvent €tre transportés vers les sols
par le biais de différentes voies, notamment les déversements accidentels, les rejets
industriels et les pratiques agricoles inadéquates (Huynh, 2009 ; Alayat et al. 2014, El
Hadef El Okki et al. 2016, Sahraoui et al. 2021, Sahli et al. 2021).

La présence des ETM dans le sol présente un danger pour l'environnement et la
biodiversité et constitue un stress majeur susceptible de perturber les grandes
fonctions physiologiques des animaux. Ces éléments peuvent s'accumuler dans les
chalnes alimentaires, affectant ainsi les organismes vivants a différents niveaux
trophiques. Les plantes absorbent ces métaux a partir du sol, les accumulent dans
leurs tissus et les transmettent aux herbivores qui s'en nourrissent. Les prédateurs qui
se nourrissent des herbivores contaminés peuvent également étre affectés. Ainsi, la
pollution par les ETM peut perturber les écosystemes et entrainer une diminution de
la biodiversité (Yu et al.2017). Elle peut aussi influencer les différentes activités des
communautés vivant dans le sol. C’est pour cela que durant la derniere décennie, les
éléments traces métalliques ont suscité un grand intérét social, scientifique et méme
politique, surtout apres avoir pris connaissance des sérieux dommages qu’ils peuvent
causer a I’ensemble des organismes, et particulierement pour les sols (Alloway, 1995;
Baize and Sterckeman, 2001 ; Sahli et al. 2021; Sahraoui et al. 2021) .

A T’heure actuelle, la préservation des écosystemes est lune des principales
préoccupations a 1'échelle mondiale. Les recherches récentes se concentrent
principalement sur la détection précoce de signes indiquant des altérations, plutot que
sur une évaluation tardive de 1'état des lieux. Dans cette perspective, 1'écotoxicologie
joue un rdle crucial en étudiant les interactions entre les produits chimiques présents
dans l'environnement et les organismes vivants. Elle englobe divers domaines tels que
la toxicologie, l'écologie appliquée, la chimie environnementale, ainsi que le
développement de bioindicateurs, comme l'explique Viard-La Rocca (2004). Ces

bioindicateurs sont essentiels dans les études de biomonitoring, car ils permettent de
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détecter précocement les effets néfastes sur les systemes biologiques et d'estimer les
impacts biologiques des contaminants (Lam et Gray, 2003). Dans le cas de la
pollution par des sols par les ETM, les invertébrés, en particulier les gastéropodes
pulmonés comme Helix aspersa, se sont révélés étre des bioindicateurs efficaces par
leur grande capacité a accumuler ces éléments dans leurs tissus mous mais aussi au
niveau des coquilles (Viard et al. 2004 ; Notten et al. 2005).

Helix aspersa, également connue sous le nom d'escargot de jardin commun, est un
gastéropode pulmoné largement répondu. Il est facile a élever en laboratoire et
possede une sensibilité accrue aux ETM tels que le cadmium et le plomb. En raison de
ces caractéristiques, H. aspersa est souvent utilisé comme organisme modele
biologique pour évaluer la toxicité des sols contaminés par ces éléments (Gomot-de
Vaufleury et Pihan, 2000 ; Viard-La Rocca, 2004; Moumeni et al. 2016 ; Atailia et al.
2016 ; Belhiouani, 2019, Sahraoui et al. 2021, Cheriti 2022).

Le présent travail est la continuité d’une étude effectuée dans le cadre d’une these de
doctorat troisieme cycle, par Dr. Belhiouani H. soutenue en 2019 a la faculté des
sciences de la Nature et de la Vie, de I’université Freres Mentouri (Constantine 1).
Afin de déterminer les effets écotoxiques des ETM sur la survie et la croissance de
I’espece H. aspersa en conditions controlées, cet auteur avait lancé des tests
d’écotoxicité avec le plomb comme substance toxique accompagné d’un test de
contrOle du matériel biologique avec le cadmium comme substance de référence.
Apres 28 jours d’exposition aux toxiques plusieurs parametres reflétant la toxicité de
ces €léments vis-a-vis de H. aspersa ont ét€ mesurés et calculés. Un apercu sur la
démarche expérimentale suivie ainsi que les principaux résultats obtenus par cet
auteur sont donnés dans le chapitre 2.

En ce qui nous concerne, nous avons procédé a la quantification des ETM (Cd et Pb)
dans le sol et les tissus mous de H. aspersa a la fin du test (28 jours d’exposition)
dans le but de confirmer d’une part le pouvoir bio-accumulateur d’ETM chez cette
espece, mais aussi d’estimer éventuellement les effets écotoxiques de ces éléments via

le calcul des CI50.

Ce manuscrit est organisé en trois chapitres :
+ Dans le premier chapitre, une synthése bibliographique sur les ETM (cadmium

et plomb) a été abordée, ainsi que la présentation de quelques données
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bibliographiques sur le modele biologique Helix aspersa et son utilisation dans
les tests d’écotoxicité ;

Le deuxiecme chapitre a été consacré a la présentation du protocole
expérimental ;

Dans le troisieme chapitre sont présentés et discutés les résultats obtenus ;

Nous terminerons par une conclusion et des perspectives.



Chapitre 1
Synthese bibliographique




Chapitre 1 Synthese bibliographique

I-1 Contamination des sols par les éléments traces métalliques (ETM)

I-1-1 Généralités sur les ETM

Les €éléments traces métalliques sont 1'un des nombreux polluants qui menacent le sol. Ces

composés sont rares dans l'environnement, ne se dégradent pas, et donc s'accumulent dans

le milieu, posant ainsi un probleme environnemental majeur (Hooda, 2010 ; Sahraoui et al.

2021). Ces éléments sont considérés comme toxiques pour ’homme et I’environnement

par la plupart des scientifiques dans le monde et sont désignés par le terme général

« éléments traces métalliques » (ETM), ou métaux toxiques ou métaux traces qui sont tous

des appellations pour les ETM, mais le plus couramment utilisé est le terme « métaux

lourds », qui désigne principalement le groupe d’éléments ayant une densité supérieure a 5

g.cm™. Ceux-ci sont présents le plus souvent dans ’environnement sous forme de traces,

tel est le cas pour : le cadmium, le mercure, le plomb, le cuivre, I’arsenic, le nickel, le zinc,

le cobalt, le manganese, etc. (Hooda, 2010).

On admet généralement pour les sols, que les éléments traces sont ceux dont la

concentration moyenne dans la crofite terrestre est inférieure a 0,1%. Ils représentent

ensemble 0,6% du total, alors que les 12 éléments majeurs (Si, Al, Fe, Ca, Na, Mg, K, Ti,

P, Mn, S et Ba) interviennent pour 99,4% (Kabata-Pendias, 2004; Kabata-Pandias, 2011;

Mehri, 2020).

Bien que les ETM soient considérés comme des polluants, il est important de se rappeler

qu’il s’agit de substances naturelles. Contrairement aux polluants organiques, les métaux

ne sont pas biodégradables car ils ne peuvent pas étre décomposés en composés plus
simples et moins toxiques et peuvent étre classés en fonction de leur caractere essentiel
pour les organismes vivants en :

v éléments essentiels comme : Cu, Mn, Zn, Co, Mo, Se, Cr, Ni, V, As, etc. qui ont une
fenétre d’essentialité (Figurel), dans laquelle les concentrations dans 1’alimentation des
animaux ou dans le sol doivent étre maintenues pour permettre un développement et
une reproduction normale des organismes (Lin et al. 2020). Si les teneurs sont trop
élevées, des mécanismes de toxicité peuvent étre développés (Kabata-Pendias et
Pendias, 2001).

v' éléments non essentiels : Hg, Cd, Pb, qui en plus d’étre toxiques pour les étres vivants,
peuvent induire des déficiences en éléments essentiels, au travers de la compétition
pour les sites actifs des molécules importantes dans la physiologie des organismes

(Behanzin et al. 2015).
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Figure 1 : Relation entre la performance (P : croissance, fécondité, survie) et les
concentrations des éléments essentiels (Ce) et non essentiels (Cne) dans 1’alimentation des
animaux (Hopkin et al.1989).

I-1-2 Origine et sources de la contamination des sols par les ETM : cas du Cd et Pb

Les ETM sont des constituants naturels de la croflite terrestre présents dans
I’environnement a des concentrations différentes (Singh et al. 2011 ; Abdurrahman et al.
2017). La source de ces éléments dans 1’environnement comprend principalement
I’occurrence naturelle dérivée des matériaux d’origine, ainsi que des activités anthropiques

(Singh et al. 2011 ; Su et al, 2014 ; Jan et al. 2015 ; Aghoghovwia et al. 2018).

I-1-2-1 Sources naturelles ’ETM

Les ETM sont présents naturellement dans les roches. Ils sont libérés lors de 1’altération de
celles-ci. La concentration naturelle de ces éléments dans les sols varie selon la nature de la
roche, sa localisation et son dge (Hu and Cheng, 2016). L’activité volcanique, I’altération
des continents, ’activité des sources thermales, 1’érosion, ’infiltration et les incendies de
foréts sont aussi des sources naturelles d’ETM. La contribution des volcans peut se
présenter sous forme d’émissions volumineuses dues a une activité explosive, ou
d’émissions continues de faible volume, résultant notamment de 1’activité géothermique et
du dégazage du magma (Tepanosyanetal, 2017). Les ETM provenant de ces différentes
sources naturelles constituent le fond géochimique (Pacyna et al. 2016), qui varie
largement selon le matériau parental (Sahraoui, 2022). Ils sont redistribués naturellement
dans I’environnement par les processus géologiques et les cycles biologiques. Selon Mench
et Baize (2004), les seuils d’investigation au-dessus desquels une premiere étude un peu

détaillée est conseillée, notamment pour bien distinguer une anomalie naturelle et une
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contamination d’origine humaine, sont (en mg.kg'1 desol):Cd=0,7;Cr= 100;Cu=35;

Ni=70; Pb =60; Zn = 150.

I-1-2-2 Sources anthropiques d’ETM
Des études sur la dispersion et la distribution des ETM dans l'environnement ont
démontré que ces éléments contribuent a des niveaux importants de contamination des

sols provenant de différentes sources. Les plus importantes sont :

I-1-2-2-I Le trafic routier

Les émissions du plomb dans les gaz d'échappement sont une cause évidente de
contamination des sols a proximité des axes routiers. En effet, 40% du plomb particulaire
émis est dispersé dans 1'atmosphere et le reste se dépose sur les routes ou bords de route.
Le cadmium est issu des lubrifiants, des pneus, et des plaquettes de frein et de la corrosion

des barrieres de sécurité galvanisées (Alloway, 2013 ; Jandacka et al. 2017).

1-1-2-2-2 Les sources industrielles

Issues principalement des activités industrielles et des véhicules, ces dépdts ou encore
poussicres sont la principale source d’ETM en milieu urbain. Les poussieres
correspondent a des micropolluants rejetés dans 1'atmosphere par des sources
majeures tels que : les usines d'incinération, les hauts fourneaux, la fabrication de
briques, la combustion de charbon et de mazout, etc. (Liang et Mao, 2015). Le cadmium
d’origine industrielle, peut provenir des produits en fin de vie comme les batteries et les
piles a Cd/Ni. 1l peut exister aussi dans des effluents liquides issus des usines, dans les
déchets de combustion de produits pétroliers, le raffinage des métaux non ferreux, etc.,
alors que le plomb provient essentiellement de la métallurgie du plomb, mais aussi de la

fabrication de batteries (Liang et Mao, 2015).

I-1-2-2-3 Le traitement des déchets

Les composts d'ordures ménageres et les boues résiduaires de stations d'épuration utilisés
comme fertilisants, représentent une source connue d'ETM dans les sols agricoles.
L'épandage des déchets industriels et des boues de curage renferme les ETM dans des
déchets industriels variés stockés sur d'anciennes friches industrielles, ou de ceux existants
dans des effluents liquides issus des industries agro-alimentaires qui font 1'objet

d'épandage. L'étalement des boues de curage des ports et des cours d'eaux constituent aussi
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une source importante d'ETM du fait de I'accumulation sédimentaire des éléments rejetés
par les industries et les agglomérations des bassins versants (Lakherwal, 2014). D’apres
Miquel (2001), 31% de Pb rejetés dans I’environnement proviennent des déchets urbains et
agricoles. Pour le cadmium, la contribution des unités d’incinération des déchets

industriels est de 38%, alors que celle des déchets agricoles est de 20%.

I-1-2-2-4 Les activités agricoles

Certains types d'engrais obtenus en transformant les produits des gisements minéraux
contiennent souvent des niveaux beaucoup plus élevés d'ETM que ceux que l'on trouve
dans la plupart des sols. Ainsi les gisements de phosphate sont souvent des lieux
d’accumulation des ETM, et beaucoup de ces éléments accompagnent le phosphate dans
les traitements de concentration destinés a produire 1'engrais commercialisé. C'est le cas
du cadmium, dont le taux d'accompagnement du phosphore représente de 70 a 100 % du
métal initialement présent dans le minerai (Hashmi et al. 2013). L'utilisation de sels de
cuivre, de zinc, de manganese comme amendements minéraux destinés a lutter contre les
déficiences du sol, constitue une voie évidente d'enrichissement de ces derniers par les
ETM. De méme I'utilisation d'amendements organiques traditionnels comme le fumier de
ferme ou les lisiers, va participer a l'accroissement de la teneur en ETM du sol (Razali et
al. 2020). Aussi I'utilisation de I’arséniate de plomb comme insecticide (Institut National
de I'Environnement Industriel et des Risques-INERIS, 2010), et les processus de déposition
dans les sols des engrais et des boues d’épuration qui contiennent du Pb (Bliefert et

Perraud, 2004).
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Figure 2 : Les sources naturelles et anthropiques des ETM dans le sol

(Source : https://2u.pw/xEP9DAY)

I-1-3 Caractéristiques des ETM : cas du Cd et du Pb

I-1-3-1 Le cadmium

I-1-3-1-1 Propriétés physico-chimiques

Le cadmium est un métal blanc argenté, malléable, ductile et résiste particuliecrement a la
corrosion. Non essentiel au développement des organismes animaux et ne participe pas au
métabolisme cellulaire (Yilmaz et al. 2018). Il appartient au groupe 12 de la classification
périodique des éléments, sa masse molaire atomique est de 112,4 g/mol et son numéro
atomique est de 48 (Belabed, 2013). Le cadmium a 8 isotopes naturels stables, sa
température de fusion est de 321°C, sa masse volumique est 8,7 g.cm'3 a 20°C, et sa
température d’ébullition est de 767°C. Le cadmium se trouve dans le sol généralement sous

forme de cation a I’état d’oxydation + II et a différentes concentrations (Alloway, 2013).

I-1-3-1-2 Utilisation du cadmium

D’apres Chagra (2010), le Cd présente de multiples utilisations qui sont les suivantes :

e Le sulfure du cadmium, est utilis¢é comme pigment, sous le nom de jaune du cadmium,
dans le caoutchouc, la peinture, le verre et le papier. Il manifeste une stabilité élevée
vis-a-vis de la lumiere ;

¢ Le cadmium est utilisé dans la fabrication des substances luminescentes (intégrées dans

les écrans informatiques et de télévision) ;
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e Le cadmium est utilisé pour le traitement des surfaces des autres métaux, ce qui donne
une bonne résistance a la corrosion ;

e Les matieres plastiques additionnées de cadmium deviennent plus stables ; c’est ainsi
qu’une amélioration de la longévité des PVC est obtenue par addition de cet élément
(cet usage représente 15% de la consommation mondiale de cadmium) ;

e Les composés minéraux de cadmium sont utilisés dans les systemes photovoltaiques et
photosensibles, dans la fabrication des fusibles, des batons de soudure et dans les huiles
a moteur ;

¢ Le cadmium est utilisé comme stabilisateur des alliages dans I’industrie automobile.

Aussi, dans la fabrication des accumulateurs, des piles rechargeables Ni-Cd, etc.

I-1-3-2 Le plomb

I-1-3-2-1 Propriétés physico-chimiques

Le plomb est un élément non essentiel et n’exerce aucune fonction physiologique connue
sur les organismes vivants (Abdurrahman et al. 2017). C’est un métal gris bleuatre naturel
que I’on trouve habituellement en tant que minéral combiné avec d’autres €léments tels
que le soufre (PbS, PbSO4) ou I’oxygene (PbCO3), (Alloway2013).

Le plomb appartient au groupe 14 du tableau périodique. Son numéro atomique est de 82 et
sa masse atomique est de 207,2 g.mole”. 1l est solide dans les conditions ambiantes de
pression et de température. Son point de fusion est environ 327,46°C. 1l est déformable,
malléable et résiste bien a la corrosion, il est le plus mou de tous les métaux lourds. Sa
densité est de (11,35) et son point d’ébullition est de 1749°C. Sa structure cristalline est
cubique. Le plomb a quatre isotopes stables, ses conductivités électrique et thermique sont

4,81.106 S.m!et 35,3 W.m'l.K'l, respectivement (Benmanssour, 2018).

I-1-3-2-2 Utilisations du plomb

Selon Nadeau (2012), la fabrication des batteries acide-plomb destinées aux véhicules est
devenue la principale application du plomb au cours des dernieres années. Celui-ci est
également utilisé pour produire des munitions et des alliages. Il entre aussi dans la
production des éléments suivants :

¢ Production d’essence au plomb et équipements de véhicules a moteur ;

e Revétements de toitures, matériaux anti-bruit, équipement électrique et électronique ;

e Peinture anticorrosive : le minium est un produit d’apprét utilisé pour le fer et I’acier ;
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Matériau de protection contre les rayonnements ionisants grace a sa densité élevée.
Aussi c’est un bon matériau pour la protection contre les rayonnements émis par les
écrans des téléviseurs. Il est utilisé également dans la production des conteneurs de
stockage des déchets radioactifs et des tabliers pour empécher 1’exposition aux rayons
X,

¢ Une meilleure transparence et une faible température de fusion peuvent étre obtenues

en ajoutant du plomb au verre et au cristal ;

e Les propriétés semi-conductrices du sulfure de plomb sont utilisées dans les cellules
solaires ;

¢ Le nitrate de plomb est utilisé dans la pyrotechnie et dans 1’industrie des allumettes.

I-2 Utilisation des escargots comme bio-indicateurs de la contamination des sols par
les ETM : cas de H. aspersa

I-2-1-Généralités sur la bio-indication

Selon Reyjol et al. (2013), la bio-indication désigne 1’évaluation de 1’état de santé des
milieux naturels et des écosystemes a 1’aide de matériaux vivants et/ou des €tres vivants
connus pour leurs capacités sentinelles. Ces €tres vivants sont appelés bio-indicateurs.
Selon Spellerberg (2005), un bio-indicateur est défini comme une espece qui reflete 1’état
du milieu dans lequel elle vie, et doit pour cela répondre a un certain nombre de criteres :

e Participe activement au fonctionnement de 1’écosystéme ;

Sédentaire, largement distribué, et facile a identifier et a échantillonner ;

e Bio-accumulateur ;

Tolérant aux fortes contaminations de I’environnement ;

e Leur écologie et physiologie doivent étre connues.

I-2-2 Types de bio-indication :

Parmi les méthodes de bio-indication, deux types peuvent €tre distingués :

I-2-2-1 La bio-indication active

Dans cette méthode les bio-indicateurs utilis€s sont des organismes élevés aux
laboratoires dans des conditions contrdlées et favorables, puis transportés vers un milieu
pollué afin d’étre exposés a 1’ensemble des polluants dans le site d’étude. A la fin de la
période d’exposition, les réactions provoquées par les contaminants sont enregistrées ou
les xéno-biotiques absorbées par 1’organisme sont analysées et/ou quantifiés. Ce type

de biosurveillance permet d’éviter les problemes d’absence de 1’espece dans le
10
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site investigué, d’éviter les problemes de la mauvaise distribution de 1’espece bio-
indicatrice qui ne permettent pas d’effectuer un échantillonnage représentatif dans la zone
d’étude, et une bonne connaissance de la biologie des organismes vivants. En effet, ces
informations facilitent 1’interprétation des résultats a la fin des tests in situ (Asif et al.

2018).

I-2-2-2 La bio-indication passive

La biosurveillance passive est l'utilisation directe des organismes déja présents dans

leurs milieux naturels, soit par I’examen direct sur le site (observation, comptage, mesure

de taille, etc.), soit par échantillonnage et analyse au laboratoire selon le but de I’étude.

Selon Asif et al. (2018), et Swisvlowski et al. (2021), une bonne surveillance passive

nécessite :

e Le bon choix de la saison d’échantillonnage selon les objectifs de I’étude ;

e Le bon choix de la méthode d’échantillonnage afin d’avoir les résultats les plus
représentatifs possible ;

e Une distribution spatiale et une abondance suffisante du bio-indicateur dans

I’écosysteme étudié ;

I-2-3 Utilisation de H. aspersa dans les processus de bio-indication

I-2-3-1 Les tests d’écotoxicité

I-2-3-1-1 Définition

Un test d’écotoxicité est un essai expérimental déterminant 1’effet d’un ou de plusieurs
éléments sur un ou groupe d’organismes sélectionnés dans des conditions bien définies
(Organisation for Economical and Cooperative Development-OECD, 2003). L’évaluation
de I’écotoxicité des sols et des déchets fait appel a I’utilisation de divers bio-essais dont
certains font 1’objet d’une normalisation au niveau international (Coeurdassier et al. 2003 ;
Virard-La Rocca, 2004 ; Gimbert et al. 2006 ; Pauget et al. 2013). Les essais servent a
évaluer ou a prédire les effets des toxiques sur les systemes biologiques et a évaluer la
toxicité relative des substances a des fins reglementaires. Le test d’écotoxicité met en
corrélation la concentration d’un polluant et I’effet induit par celui-ci (principe de dose-
réponse). Ces effets qui peuvent étre biochimique, physiologique, reproductif, etc.

permettent de mesurer la toxicité (Figure 3).
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Figure 3 : Impacts du polluant selon le niveau d’organisation biologique
(Forbes et Forbes, 1997).
La classique relation dose-effet (Figure 4), est une relation fondamentale dans un test
d’écotoxicité. Elle détermine la dose (ou la concentration nominale d’exposition) qui induit
un effet spécifique (la mort généralement) apres un intervalle de temps déterminé (Forbes

et Forbes, 1997).
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Figure 4 : Courbe théorique dose-réponse

(Source : https://www.analyticaltoxicology.com/relation-dose-effet-reponse/)
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1-2-3-1-2 Les types de tests d’écotoxicité

1-2-3-1-2-1 Les tests mono spécifiques

La plupart des tests réalisés au niveau du laboratoire sont des tests monospécifiques. Ainsi,
I’exposition aux contaminants ne concerne qu’une espece représentative d’un niveau
trophique déterminé.

L’utilisation importante et courante des essais monospécifiques est liée a leurs nombreux
avantages. Leur mise en ceuvre est en effet simple et rapide pour un colit modéré. La
pertinence des informations qu’ils fournissent est également un atout car ils possedent
généralement une sensibilité et une reproductibilité de bonne qualité (Clément, 2006). Il est

possible de différencier principalement deux catégories de tests monospécifiques :

I-2-3-1-2-1 Les tests d’écotoxicité aigué

Ce sont des essais a court terme, au cours desquels les effets doivent se révéler sur une
courte durée (de quelques heures a quelques jours en fonction du cycle de vie de 1’animal ;
moins de 10 % de sa durée de vie) apres 1’exposition a un toxique. L’écotoxicité aigue se
manifeste donc apres exposition a un stimulus suffisamment important pour induire une
réponse biologique rapide, généralement la mort des organismes exposés, pour ces tests. Si
aucun effet n’est observé, la substance n’a donc pas d’effet écotoxique aigu dans les
conditions de I’essai ; ce qui ne veut pas dire pour autant que cette substance ne présente
pas d’effets toxiques a long terme. Ces essais permettent d’établir une relation entre la
concentration d’exposition et l'intensit¢ de I’effet. Les résultats sont généralement
exprimés par une CL50 qui est la concentration pour laquelle des effets 1étaux sont

observés pour 50% des individus testés (Sahli, 2012).

[-2-3-1-2-2 Les tests d’écotoxicité chronique

Ce sont des tests qui permettent de déterminer I’écotoxicité chronique (2 moyen ou a long
terme) des organismes d’essai. Le temps d’exposition principal correspond en principe a
plus de 10 % de la durée de vie probable de I’organisme en dehors du facteur de stress, et
doit intégrer plusieurs stades critiques de son cycle de vie (Manusadzianas et al. 2012).
L’écotoxicité chronique s’exprime apres exposition unique (continu ou répétée) a une
substance toxique a faible concentration. En plus de la CESO0, les essais a moyen et long
terme permettent de déterminer aussi deux concentrations expérimentales ; il s’agit de la
NOEC (No Observed Effect Concentration ou la concentration la plus forte pour laquelle

aucun effet significatif par rapport aux témoins n’est observé sur 1’espece étudier dans les
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conditions de 1’essai), et la LOEC (Loest Observed Effect Concentration ou la
concentration la plus basse tester pour laquelle un effet significatif par rapport au témoin
est observé dans les conditions de 1’essai). L.’écotoxicité chronique s’exprime a travers des
criteres d’effets sub-létaux tels que 1’inhibition de la croissance, du métabolisme, de la

reproduction, etc.

1-2-3-1-2-2 Les tests plurispécifiques

Ces tests sont effectués dans des mésocosmes et microcosmes qui reproduisent des
écosystemes artificiellement enfermés, constitués par la mise en place de composantes
abiotiques et de plusieurs especes représentatives des niveaux trophiques du milieu simulé
(Sahli, 2012). La distinction entre microcosmes et mésocosmes dépend essentiellement des
tailles des systemes réalisés. Leur utilisation permet de se placer a un niveau de la

représentativité des écosystemes (Calow et Forbes, 2003).

I-2-4 Biologie et écologie de I’espece Helix aspersa

L’espece Helix aspersa (syn. Cantareus aspersus ou Cornu aspersum O.F. Miiller, 1774)

connu sous le nom commun petit-gris, et aussi appelée escargot de jardin est un mollusque

terrestre gastéropode pulmoné de 1’ordre de stylommatophores et de la famille des

Helicidae. Sa coquille est de couleur brun-jaune et de type dextre (qui s’enroule de gauche

a droite), son diametre est de 30 mm en moyenne et sa hauteur est de 25 a 40 mm

(Figure 5). Le corps de cet escargot est formé de deux parties :

e Les visceres sont constitués d’organes présents dans le tortillon a I’intérieur de la
coquille a savoir : le rein, I’hépatopancréas, le coeur et une partie de 1’appareil génital
qui se prolonge jusqu’au pied. Le pied lui donne la possibilité de glisser et permet la
sécrétion d’un mucus qui facilite le mouvement sur les surfaces rugueuses. Il englobe
le systeme nerveux, la partie antérieure du tube digestif, et la sole pédieuse.

e Le pied lui donne la possibilité de glisser et permet la sécrétion d’un mucus qui facilite
le mouvement sur les surfaces rugueuses. Il englobe le systéme nerveux, la partie

antérieure du tube digestif, et la sole pédieuse (Kerney et Cameron, 2006).
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Figure 5 : Anatomie de 1’espece Helix Aspersa
(source : https://m.21-bal.com/law/9889/index.html?page=4)

1. Coquille 9. Conduit salivaire 17. Oviduc

2. Foie 10. Bouche 18. Sac de dards
3. Poumons 11. Panse 19. Pied

4. Anus 12. Glande salivaire 20. Estomac

5. Pore respiratoire 13. Orifice génital 21. Rein

6. (Eil 14. Pénis 22. Manteau

7. Tentacule 15. Vagin 23. Cceur

8. Cerveau 16. Glande muqueuse 24. Canal déférent

I-2-5 Intérét de ’utilisation des escargots dans la bio-indication
L’espece H. aspersa est tres utilisée dans les études relatives aux processus de

bioindication pour les raison suivantes :

Les escargots du genre Helix, élevés dans des conditions standardisées, peuvent €tre
utilisés aussi bien comme organismes tests pour étudier la toxicité des ETM, que
comme bio indicateurs de pollutions terrestres (Gimbert et al. 2008) ;

Il peut accumuler dans sa coquille des minéraux : magnésium par exemple, des métaux
toxiques (Beeby et Richmond, 2011), ou des radionucléides qui mémorisent ainsi une
partie de son exposition passée a certains contaminants. Il se déplace relativement peu
et bio-accumule au cours de sa croissance de nombreux contaminants métalliques
(Abdel Halim et al. 2013) ;

Comme il est saprophage (se nourrit de matiere en décomposition) et phytophage, qu'il
pond et hiverne dans le sol, il semble pertinent de le considérer comme une espece
sentinelle qui permet de tester ses vertus bio indicatrices (International Organization
for Standardization-ISO, 2006).

En 2006, un test écotoxicologique évaluant les effets des substances chimiques
polluantes et des matrices contaminées sur la survie et la croissance de juvéniles

appartenant a I’espece Cornu aspersum a ét€ normalisé sur le plan international :
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ISO15952 (2006). Différentes especes d’escargots, comme : Cornu aspersum,
Massyleea vermiculata, Theba pisana, Cepceea nemorali, ont également été utilisées afin
de connaitre 1’état de santé de différents sols, et de suivre les transferts des différents
types de polluants organiques, métalliques, ou radionucléides dans les chaines

trophiques (Mleiki et al. 2015).

I-2-6 Les voix de contamination des escargots par les ETM

Les escargots integrent plusieurs voies de contamination comme illustré par la Figure 07 :

v' Voie respiratoire : par inhalation de gaz et de particules en suspension dans
I’atmosphere ;

v" Voie cutanée : par contact avec des substances variées tels que le sol, les lixiviats du
sol et la litiere végétale ;

v' Voie digestive : par ingestion de plantes et de sol.

Dépdts secs

Respiration 5 2
P Dépots secs

. ¢t humides

Air -

Voie orale :

végétal
/
S —————
Ruissellement
Sal
Voie orale : sol Transfert || sol-végétaux

Voie cutanée

Figure 06 : Les voies de contamination de Helix aspersa (La Rocca, 2004)

I-2-7 Cinétique de transfert des ETM chez les escargots

L’évaluation de la biodisponibilité environnementale, en tant que fraction réellement
prélevée par les organismes, peut-tre simplement mesurée en analysant le contenu en
ETM d’un organisme apres exposition a un environnement contaminé durant une période
donnée (Belhiouani, 2019). Le transfert des ETM a D’interface sol-organisme dépend de
I’élément métallique considéré, des propriétés du sol, de 1’eau interstitielle, ainsi que des

caractéristiques spécifiques a chaque organisme notamment les voies d’absorption, les

stratégies de détoxification et d’excrétion (Gimbert et al. 2006).
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L’accumulation des ETM chez les gastéropodes est la résultante de plusieurs processus
comme 1’absorption, la distribution, le stockage et I’excrétion (Dallinger, 1993). 1l a été
démontré que chez toutes les especes de gastéropodes étudiées, c’est la glande digestive ou
hépatopancréas qui contient les teneurs les plus élevées en Cd, en Pb et en Zn (Viard et al.
2004, Belhiouani, 2019 ; Sahraoui et al. 2021 ; Cheriti, 2022). Le manteau ou la coquille
est ’organe qui contribue le moins a I’accumulation des ETM, mais peut-€tre un lieu de
stockage temporaire notamment pour le Pb, en attendant que la charge sur les autres

organes diminue (Chabicovsky et al. 2003 ; Belhiouani, 2019).
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Chapitre 2 Matériel et méthodes

Comme mentionné dans 1’introduction, ce travail est une continuité d’une étude effectuée
dans le cadre d’une these de doctorat troisieme cycle, par Dr. Belhiouani H. soutenue en
2019 a la faculté des sciences de la Nature et de la Vie, de 1’université Freres Mentouri
(Constantine 1). Ainsi, nous allons dans un premier temps donné un apercu sur le travail
déja effectué, ensuite nous présenterons la démarche expérimentale suivie dans notre cas

pour compléter ce travail.

II-1 Apercu sur le travail effectué auparavant par Belhiouani (2019)

Afin de déterminer les effets écotoxiques de deux polluants métalliques (Cd et Pb) sur la
survie et la croissance d’escargots juvéniles de l’espece H. aspersa en conditions
controlées, des tests d’écotoxicité avec le plomb comme substance toxique accompagné
d’un test de contrdle du matériel biologique avec le cadmium comme substance de
référence, ont été effectués.

Les tests ont été réalisés selon les recommandations de la norme ISO15952 (2006). Ils sont
préliminaires, sub-chroniques et semi-statiques et ont concerné la contamination du
substrat (sol). L’objectif de ces essais était d’une part de tester la sensibilité ou encore la
résistance de cette espece face aux agents polluants, et d’autre part de cerner, au mieux, les
concentrations en Cd et Pb susceptibles de provoquer des effets toxiques chez ce
gastéropode. Les organismes utilisés au cours de ces tests sont issus d’élevage (2°™
génération), et ont donc un passé biologique connu. Les individus géniteurs ont été récoltés
au niveau de la zone montagneuse d’Ibn Ziad (Chikh Ezouaoui, Ibn Ziad-Constantine).

Les tests ont été effectués dans des bacs transparents (type boites a souris) qui contiennent
100 g de sol, humidifiés a raison de 50 a 60 % de leur capacité de rétention d’eau, avec des
solutions contenant des concentrations croissantes en cadmium ou en plomb. Pour le test
de référence, 1’auteur a utilisé le chlorure de cadmium (CdCl,) comme substance toxique.
Les concentrations en Cd testées sont les suivantes : témoin, 50 ppm, 100 ppm, 500 ppm et
1000 ppm. Pour le test avec le plomb comme substance toxique, ’auteur a utilisé les
nitrates de plomb. Les concentrations testées sont : 50 ppm, 100 ppm, 500 ppm, 1000 ppm,
et 2000 ppm de Pb.

Les effets des deux substances testées sur le comportement, sur 1’aspect physique de
I’animal, ou encore sur la croissance des individus ont été notés et mesurés tous les 7 jours.
Les résultats obtenus, ont montré que les doses croissantes en Cd et Pb ont provoqué des
perturbations considérables chez H. aspersa. Ces perturbations se sont traduites par une

baisse de la croissance en biomasse et en diametre des coquilles des individus testés.
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Des concentrations efficaces (CES0) relatives aux effets induits par le toxique contenu
dans le substrat sur la croissance de H. aspersa ont été calculées. La CES0 obtenue avec le
toxique de référence (CdCl,) pour la croissance en poids était de I’ordre de 511.30 pg/g.
Dans le cas du sol contaminé par le plomb, la CE50 était de 1’ordre de 1795,17 pg/g pour
I’inhibition de la croissance en biomasse.

Globalement, lors de 1’analyse de I’évolution de la masse pondérale en fonction du temps
et des différentes concentrations en Cd et Pb dans le sol, I’auteur a constaté qu’il y avait
une inhibition de la croissance en biomasse par rapport aux témoins et aux concentrations
croissantes en Cd mais aussi en Pb dans le substrat. Cette baisse de la biomasse est dose-
dépendante et peut €tre attribuée au fait qu’il y ait une influence directe de ces toxiques sur
le développement de H. aspersa. En effet, durant son cycle de vie, cette espece est en
perpétuel contact avec le sol. Aussi, les escargots ingerent les particules du sol. Ainsi, ils
peuvent, intégrer plusieurs voies de contamination notamment, orale, cutanée. Plus de
détails sont donnés dans la these de Belhiouani (2019).

Par ailleurs, I1 est connu que 1’évolution de I’inhibition de la croissance des escargots testés
est directement liée a I’augmentation de la concentration du toxique testé dans les tissus de
H. aspersa. En effet, plus les concentrations accumulées dans les tissus sont élevées, plus
la croissance est faible. C’est pourquoi nous nous sommes fixé comme objectif a travers
cette étude de compléter le travail déja effectué en mesurant les concentrations en Cd et Pb
accumulées par H. aspersa a la fin du test (donc apres 28 jours d’exposition), et de
déterminer les concentrations internes de ces deux éléments qui affectent la croissance de
50% de la population testée.

La partie complémentaire du travail déja effectué par Belhiouani (2019), relative aux
processus d’extraction et dosage du Cd et Pb dans les tissus mous de H. aspersa, mais

aussi dans le sol, ainsi que les méthodes d’estimation des CI50 est décrite ci-dessous.

I1I-2 Extraction du Cd et Pb dans les tissus mous de H. aspersa

I1-2-1 Préparation des échantillons d’escargots

A la fin des tests (apres 28 jours d’exposition), les escargots appartenant a 1’espece H.
aspersa sont mis a jeun durant 24 heures afin que le contenu de leur tube digestif soit
évacué. Les animaux sont ensuite sacrifiés par congélation pendant 48 heures puis
disséqués, les coquilles sont séparées du tissu mou a I’aide d’une pince (Figure 07a). Les

tissus mous ont été séchés a 85°C pendant 48h (Figure 07b), puis broyées a 1’aide d’un
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mortier en porcelaine et conservés dans des sachets hermétiquement fermés jusqu’a

analyse (Figure 07c¢).

Figure 07 : Dissection, séchage et conservation des échantillons d’escargots

(a: dissection, b : séchage, ¢ : broyage et conservation)

I1-2-2 Extraction du Cd et Pb dans les tissus mous de H. aspersa

Dans le cadre de cette étude, I’extraction du Cd et Pb dans les tissus mous de H. aspersa a
été effectuée par calcination seche dans un four a moufle suivie d’une digestion humide
avec de I’acide nitrique (Figure 08a, O8b).

La calcination seéche est une technique analytique de séparation préparatoire visant a
extraire des analytes métalliques a partir de leur matrice minérale et/ou organique. Ainsi,
les tissus mous sont placés dans des creusets en porcelaine, puis calcinés dans un four a
moufle a 450°C par montée progressive de la température pendant 16h. Les cendres
obtenues sont récupérées avec 10 mL d’acide nitrique (60%). Le tout est chauffé dans une
étuve a 65°C pendant 24h. Apres cette digestion a chaud, le résidu est filtré sur papier filtre
sans cendres (Whatman 540), le volume est ajusté a 20 mL avec de I’eau pure. Les extraits

sont conservés a 4 °C dans jusqu’a I’analyse (Figure 08c, 08d).
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Figure 08: Extraction du Cd et Pb dans les tissus de H. aspersa

(a: calcination seche, b : digestion humide, c : filtration, d : conservation)

I1-3 Extraction et dosage du Cd et Pb dans les sols

I1-3.1 Préparation des échantillons de sols

A la fin des tests d’écotoxicité, les échantillons de sols utilisés ont été€ séchés a 85°C
pendant 48h, broyés a I’aide d’un mortier en porcelaine, puis tamisés a 2 mm et conservés

jusqu’a analyse (Figure 9).

Figure 09 : Broyage et tamisage des échantillons de sol
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I1-3.2 Extraction du Cd et Pb dans le sol

L’extraction du Cd et Pb dans les échantillons de sols a été effectuée par digestion humide
a I’eau régale. La technique consiste a ajouter 10 ml d’eau régale a 1g de sol, et a laisser la
digestion a froid se faire pendant toute une nuit. On procede ensuite a une digestion a
chaud sur un bain de sable pendant 8h (Figure 10a). Apres cette digestion humide a froid
puis a chaud, le mélange obtenu est filtré sur papier filtre sans cendres (Whatman 540), le

volume est ajusté a 25 ml avec de I’eau pure (FigurelOb), et les extraits sont conservés a

4°C dans des flacons en polypropylene jusqu’au analyse (Figure 10c).
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Figure 10 : Minéralisation, filtration et conservation des échantillons de sols

(a: digestion humide a chaud, b : filtration, c : conservation)

I1-4 Dosage du Cd et Pb dans les extraits de H. aspersa et de sol
Le dosage du Cd et Pb dans les extraits des tissus mous de H. aspersa et de sol a été
effectué par Spectrophotométrie d’Absorption Atomique (SAA) a flamme de

type UNICAM 919/71. La flamme utilisée correspond a un mélange air-acétyleéne.
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I1.4. Traitement statistique des résultats

Pour le calcul des CIS0 et I’élaboration des courbes dose-réponse, nous avons utilisé le
programme MLA Quest Graph™ EC50 Calculator." AAT Bioquest, Inc.

Préalablement au calcul de la CI50, différentes représentations graphiques relatives aux
teneurs en Cd et Pb mesurées dans les tissus mous de H. aspersa a la fin du test, aux
facteurs de bioconcentration, et a la relation "croissance en poids versus teneurs en ETM
accumulées", ont été réalisées permettant de mieux visualiser les résultats obtenus et donc

de les commenter aisément.
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III-1 Test d’écotoxicité du cadmium

III-1-1 Accumulation du cadmium contenu dans le sol par Helix aspersa

Les résultats relatifs aux teneurs en cadmium quantifiées dans les tissus mous de H.
aspersa a la fin du test, sont représentés sous forme d’histogramme dans la Figure 11.
L’examen de cette derniere montre que 1’accumulation du cadmium dans les tissus mous
de H. aspersa est dose-dépendante. En effet, elle augmente au fur et a mesure que la
concentration de ce métal augmente dans le sol. Les concentrations les plus faibles en
cadmium (5.04 pg-Cd/g-tissu mou) ont été notées chez les individus exposés au sol
témoin. Pour les individus exposés aux concentrations les plus faibles (50 pg-Cd/g-sol), la
teneur est de 75.95 ug/g. Les concentrations sont 7 fois plus importantes que celle-ci chez
les individus exposés au sol contenant 100 pg/g ; la teneur enregistrée est de 524.30 pug/g.
L’accumulation du cadmium dans les tissus mous de H. aspersa est plus remarquable
encore chez les individus exposés aux concentrations les plus élevées ; En effet, nous
avons enregistré des valeurs de 1’ordre de 1015.52 et 1301.17 pug-Cd/g de tissu mou chez

les individus exposés aux sols contenant 500 et 1000 pug Cd/g de sol, respectivement.
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Figure 11 : Evolution des concentrations en Cd accumulées dans les tissus mous de H.
aspersa en fonction des concentrations en Cd dans le sol (ug/g) apres 28 jours

d’exposition.
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III-1-2 Facteurs de bioaccumulation du cadmium (BAF-Cd) chez Helix aspersa
L’évaluation de la bioaccumulation des divers xénobiotiques notamment les ETM chez les
organismes vivants constitue une étape importante dans I’évaluation des risques liés a ces
derniers. Les gastéropodes pulmonés comme H. aspersa sont dotés de fortes capacités
accumulatrices de divers polluants, et ont I’avantage de refléter la qualité de leur milieu de
vie (Viard-La Rocca, 2004).
Le facteur de bioaccumulation est un facteur couramment utilisé, c’est le ratio entre la
concentration d’un xénobiotique (ETM ou autre) dans le tissu d’un organisme vivant et la
concentration de ce méme xénobiotique dans son environnement. Il est calculé selon la
formule de Casas (2005) :

BAF = [ETM]H.aspersa/[ETM]sol
Ou:
[ETM]#. aspersa : concentration du Cd dans les tissus mous de H. aspersa.

[ETM ] : concentration du Cd dans les sols.

Pour I'interprétation des résultats du BAF, nous nous sommes basées sur la classification
établie par Bohac et Pospisil (1989), et Pihan (2001). Ces auteurs rapportent que :

v' BAF < 1 : signifie que 1’organisme vivant est un déconcentrateur du xénobiotique.

v 1<BAF<2 : signifie que 1’organisme vivant est un microconcentrateur du xénobiotique.

v' BAF>2 : signifie que 1’organisme vivant est un macroconcentrateur.

Les résultats du facteur de bioaccumulation (BAF-Cd) calculés pour H. aspersa a la fin du
test sont illustrés par la figure 12. De plus, dans la figure 13 est représentée a titre indicatif
I’évolution des concentrations en cadmium dans le sol au début et a la fin du test.
L’examen de la figure 12 montre que les valeurs du BAF varient de 1.51 a 5.24. Le facteur
de bioaccumulation le plus faible a été enregistré chez les individus exposés au sol
contenant la teneur la plus élevée en cadmium (1000 pg/g) ; le BAF est de 1.30. La valeur
maximale (5.24) a été notée chez les individus exposés a 100 ug/g de Cd dans le sol. Le
BAF pour ces individus est 4 fois plus important que celui enregistré pour les individus
exposés a 1000 ugCd/g de sol. Pour ceux exposés au sol contenant 50 ug/g de Cd, le BAF
est de 1.51, alors que pour ceux exposés a 500 ug/g de Cd, il est 2.03. Les résultats relatifs
aux teneurs en Cd dans le sol confirment ces constations. En effet, nous avons enregistré
des concentrations de I’ordre de 32.44, 62.79, 329.22 et 502,22 ug/g dans le sol a la fin du
test, versus des concentrations de départ de I’ordre de 50, 100, 500 et 1000 pug/g. D apres
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la classification établie par Bohac et Pospisil (1989) et Pihan (2001), et a partir des
résultats obtenus, il apparait que H. aspersa est un organisme micro-concentrateur a
macro-concentrateur du cadmium. L’intensité du processus d’accumulation semble étre

liée a la concentration de ce toxique dans le milieu.
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Figure 12 : Facteur de bioaccumulation du cadmium (BAF-Cd) chez H. aspersa apres 28

jours d’exposition.

® Cd_F-Sol (ug/g) m Cd_D-Sol (ng/g)
1600 -
1400 -
1200 -
1000 -
800 -
600 -
400 -
200 -
0 — - I : .
T 50 100 500 1000

Figure 13 : Evolution des teneurs en cadmium contenu dans le sol (ug/g) au début (Cd_D)

et a la fin (Cd_F) du test.
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I1I-1-3 Relations «dose-réponse» entre les concentrations en cadmium contenu dans le
sol et accumulées par Helix aspersa

Pour évaluer I’effet toxique du cadmium sur la croissance en poids de H. aspersa, et donc
tracer la courbe dose-réponse et calculer la CIS0, nous avons utilisé les résultats de
Belhiouani (2019) obtenus a la fin du test apres 28 jours d’exposition de ladite espece aux
différentes concentrations en cadmium. Il s’agit des résultats relatifs a la croissance en
poids chez H. aspersa, qui sont donnés en annexe 02.

La figure 14 illustre la relation dose-réponse entre 1’accumulation du cadmium dans les
tissus mous de H. aspersa et sa croissance en poids. L’examen de cette courbe révele une
relation dose dépendante entre les concentrations en cadmium accumulées par H. aspersa
et la biomasse de cette espece. Il apparait que l'inhibition de la croissance en poids
s’accentue avec 1’augmentation des teneurs en cadmium accumulées par cette espece. La
concentration qui inhibe 50% de la population est de 1153.01 pugCd/g de tissus mous
(Figure 15).
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Figure 14 : Effet du cadmium accumulé dans les tissus mous sur la croissance en poids

chez H. aspersa.
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@ Dataset 1

Figure 15 : relation dose-réponse entre la croissance en poids de H. aspersa et les

concentrations en Cd accumulées dans tissus mous apres 28 jours d’exposition

IT1-2 Test d’écotoxicité du plomb

III-2-1 Accumulation du plomb contenu dans le sol par Helix aspersa

Les résultats des teneurs en plomb quantifiées dans les tissus mous de H. aspersa apres 28
jours d’exposition a un substrat contaminé sont illustrés par la figure 16. L’examen de cette
derniere montre que 1’évolution de 1’accumulation du plomb chez H. aspersa en fonction
des concentrations contenues dans le sol est irréguliere. La concentration la plus faible
(1.35 ngPb/g) a été enregistrée chez les individus témoins. Cette concentration est 13 fois
plus importante chez les individus exposés a la concentration la plus faible en plomb (50
ugPb/g de sol) ; la teneur en plomb accumulée est de I’ordre de 17.92 pugPb/g de tissus
mous). Cette accumulation baisse chez les individus exposés a 100 ugPb/g de sol pour
augmenter a nouveau chez ceux exposés a 500 et 1000 ugPb/g de sol. Chez les individus
exposés a la concentration la plus élevée en plomb dans le sol (2000 ugPb/g sol),
I’accumulation est encore plus accentuée. En effet, la teneur en plomb enregistrée est de

2220.96 ugPb/g de tissus mous.
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Figure 16 : Evolution des concentrations en Pb accumulées dans les tissus mous de H.
aspersa en fonction des concentrations en Pb dans le sol (ug/g) apres 28 jours

d’exposition.

III-2-2 Facteurs de bioaccumulation du plomb (BAF-Pb) chez Helix aspersa

Les résultats du facteur de bioaccumulation (BAF-Pb) calculés pour H. aspersa apres 28
jours d’exposition au substrat contaminé par le plomb, sont illustrés par la figure 17. De
méme que pour le cadmium, I’évolution des concentrations en plomb dans le sol au début
et a la fin du test est représentée par la figure 18. L’examen de la figure 17 montre que les
valeurs du BAF-Pb varient entre 0.051 et 1.10. L’évolution des BAFs en fonction des
concentrations en plomb dans le sol est irréguliere. La valeur la plus basse a été notée chez
les individus exposés a 500 ugPb/g de sol alors que la plus élevée a été enregistrée chez
ceux exposés a 2000ug Pb/g de sol. Les BAF sont inférieurs a I'unité pour les 4 premieres
concentrations, et légerement supérieurs a I'unité pour la concentration la plus élevée en
plomb (2000 ugPb/g de sol). Les résultats relatifs aux teneurs en Pb dans le sol a la fin du
test, confirment encore une fois les résultats du BAF. En effet, nous avons enregistré des
concentrations de 1’ordre de 16.85, 59.97, 314.42, 760.6 et 1051,75ug/g dans le sol a la fin
du test, versus des concentrations de départ de I’ordre de 50, 100, 500, 1000 et 2000 pg/g.
D’apres la classification établie par Bohac et Pospisil (1989) et Pihan (2001), H. aspersa
est considéré comme un organisme déconcentreur de plomb.
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Figure 17 : Facteur de bioaccumulation du plomb (BAF-Pb) chez H. aspersa apres 28

jours d’exposition
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Figure 18 : Evolution des teneurs en plomb contenu dans le sol (ug/g) au début (Pb_D) et
a la fin (Pb_F) du test.
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I1I-2-3 Relations «dose-réponse» entre les concentrations en plomb contenu dans le
sol et accumulées par Helix aspersa

La figure 19 illustre 1’évolution de la croissance en poids chez H. aspersa en fonction des
concentrations en plomb accumulées dans les tissus mous, pour les différentes
concentrations en plomb contenu dans le sol. A partir de cette courbe et contrairement au
cadmium, et a I’exception des individus exposés a 2000 ug/g, il apparait que les
concentrations en plomb accumulées dans les tissus de H. aspersa sont faibles et ne
refletent en aucun cas celles du sol. Comme mentionné plus haut H. aspersa a tendance a
déconcentrer le plomb. Ainsi, nous n’avons pas pu déterminer la CI50. I1 est évident que
la valeur de cet indicateur écotoxicologique dépasse largement la plus haute concentration
accumulée qui peut avoir un effet sur la croissance en poids de cette espece. Il est a noter
que les résultats de 1’évolution du poids en fonction des concentrations en plomb dans le

sol sont donnés en annexe 02.
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Figure 19 : Effet du plomb accumulé dans les tissus mous sur la croissance en poids chez

H. aspersa
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II1-3 Discussion des résultats

Dans cette étude, les tests d’écotoxicité du cadmium et du plomb par contamination du
substrat, effectués en conditions controlées ont révélé des perturbations considérables
quant a I’accumulation des ETM, et la croissance en poids de H. aspersa.

Au terme des résultats relatifs a la quantification des taux du cadmium et du plomb dans
les tissus mous de I’espece testée, il est évident qu’il existe une relation entre les teneurs
internes de ces éléments chez H. aspersa et le niveau de contamination du sol, notamment
dans le cas du cadmium. En effet, ’accumulation de cet élément chez cette espece
s’accentue au fur et a mesure que la concentration dans le sol augmente. Ces conclusions
sont en accord avec celles de Chabicovsky et al. (2003), Viard La Rocca et al. (2004),
Belhiouani (2019), et Sahraoui et al. (2022). A travers des études de bioindication passive
et des tests d’écotoxicité ou le sol était la seule source de contamination, ces auteurs ont
montré que I’accumulation du cadmium et du plomb se partage principalement dans les
visceres et la glande digestive, le tube digestif qui joue un rdle dans le stockage du
cadmium, et le pied qui apparait plutét comme un site d’accumulation transitaire en liaison
avec I’absorption cutanée. Le transfert du cadmium et du plomb, contenu dans le sol, vers
les escargots qui sont en contact direct avec ces composés se fait par voie cutanée, via leur
derme, ou par voie digestive.

De plus, plusieurs études ayant utilis€é H. aspersa comme espece bioindicatrice de la
contamination métallique des sols, ont conclu que cet espece accumule les ETMs de facon
significative dans les tissus mous par rapport aux coquilles (Nica et al. 2015 ; Belhiouani,
2019). 1l est a noter que cette accumulation est trés remarquable pour le cadmium. En effet,
H. aspersa est capable de séquestrer cet élément dans les différents compartiments de son
corps, et est ainsi considéré comme un macro-concentrateur du Cd (Dallinger et al. 2001,
Sahraoui. 2022). Ceci a été confirmé par le calcul des BAF qui oscillent entre 1.30 et 5.24
pour cet élément. Ces valeurs dépassent largement celles obtenues par Sahraoui (2022) ;
En effet, cet auteur a enregistré des BAF compris de 0.42 a 1.22 pour les visceres. Aussi, il
faut savoir que les BAF pour le Cd varient de 3 a 8 dans les conditions naturelles (Viard la
Rocca et al. 2004), et de 1 a 10 dans les conditions controlées de laboratoire (Gomot- De
Vaufleury, 1997).

Le caractere macrocencentreur du cadmium chez H aspersa est tres utile pour 1’évaluation
de la contamination des sols mais aussi de 1’air ou encore de la nourriture par les ETM.
Sturba et al. (2020) dans leur étude, se sont basés sur le caractére macroconcentrateur de H.

aspersa pour identifier la source polluante, et ceci par I'introduction d’individus sains dans
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plusieurs sites potentiellement contaminés. Les résultats se sont montrés satisfaisants pour
qualifier la méthode de fiable et trés peu coliteuse. Viard et al. (2004), ont également
confirmé le caractére macroconcentrateur de H. aspersa pour le Cd lors d’une étude
relative a la révélation de I’ampleur de la pollution des sols par le trafic routier.

Pour le plomb H. aspersa est une espece déconcentratrice ; le BAF étant inférieur a 1 pour
la plupart des concentrations testées. Ces résultats rejoignent ceux de Dallinger (1993),
Viard et al. (2004), Belhiouani (2019), Sahraoui (2022). D’apres ces auteurs, ceci est un
signe de déconcentration du Pb, de la part du gastéropode, et ce, au niveau de tous ses
organes. Ces résultats sont également en accord avec ceux de Beeby et Richmond (2003) ;
en effet, ces auteurs ont enregistré des coefficients de corrélations tres faibles (R2=0,16 ; p
<0,001) entre les concentrations en Pb dans les sols et dans les tissus lors de 1’étude de la
bioconcentration du plomb total et biodisponible contenu dans le sol en utilisant H. aspersa
comme modele biologique.

Par ailleurs, I’étude de I’effet des ETM accumulés sur la croissance en poids de H. aspersa
a révélé une relation dose-réponse remarquable dans le cas du cadmium. En effet, plus la
concentration en cadmium accumulé dans les tissus mous de H. aspersa est élevée plus la
baisse de la croissance en poids est importante. Cette baisse dose-dépendante est sans
doute due a I’accumulation de cet élément toxique et donc a une expression de la toxicité
chez cette espece. La toxicité se manifeste lorsque le toxique passe dans le corps de
I’animal via I’épithélium situé sur le pied, puis s’accumule surtout dans 1’hépatopancréas
(Gomot-De Vaufleury et Pihan 2002). Une telle accumulation peut affecter la croissance
en poids essentiellement (Ebenso et Ologhobo, 2008). La toxicité peut se manifester aussi
suite a I’ingestion des particules de sols par H. aspersa (Coeurdassier et al. 2002).

La CI50 calculée pour cet élément est de 1153.01 ugCd/g de tissus mous. Ces résultats
concordent avec ceux de Coeurdassier et al. (2002) pour des individus de la méme espece
mis en contact direct avec un sol contaminé par le cadmium ; ces auteurs ont rapporté des
CI50 allant de 500 et 1000 pgCd/g. Nos résultats sont également proches de ceux
enregistrés par Gomot-De Vaufleury et al. (2006) dans une étude sur I’évaluation des
risques par 1’exposition des escargots terrestres aux sols pollués par les ETM ; les Clso
enregistrées par cet auteur étaient de I’ordre de 526 a 1060 pgCd/g dans le sol pour des
tests statiques, et de 373 a 781 pgCd/g dans le sol pour les tests semi-statiques. Nos
résultats dépassent largement ceux obtenus par Sahraoui et al. (2021) ; En effet, cet auteur
a enregistré des CIS50 de I'ordre de 272.18 pg Cd/g et 377.64 ug Cd/g, pour I’inhibition de

la croissance en poids et en diametre, respectivement. Ceci peut €tre attribué aux propriétés
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physico-chimiques des sols qui peuvent influencer fortement la spéciation, et donc
I’absorption et la toxicité de ces éléments. E effet, cet auteur avait utilis€ 3 sols de
laboratoire ayant des caractéristiques physico-chimiques différentes; il s’agit du sol
standard LUFA 2.2 obtenu a Landwirtschaftliche Untersuchugs-und Forschungsanstalt
(LUFA) a Speyer en Allemagne, un sol de jardin (Garden soil) des Pays-Bas (un jardin non
contaminé a Bilthoven), et un sol de prairie (Soccer field soil) collecté sur un terrain de
football a De Kwakel, aux Pays-Bas. La toxicité la plus élevée et la bioaccumulation la
plus importante ont été enregistrées pour le sol Lufa 2.2. Ce sol est caractérisé par pH
faible (5.5). La teneur en MO et la CEC sont également faibles. De telles conditions
rendraient sans doute les ETM plus disponibles et donc plus toxiques pour les escargots
(Romero-Freire et al. 2015; Zhang et al. 2019).

Comme mentionné plus haut, nous n’avons pas réussi a déterminer une CI50 pour le
plomb. Ainsi, nous pouvons conclure que la valeur de cet indicateur écotoxicologique
dépasse largement la plus haute concentration accumulée chez H. aspersa et qui peut
affecter sa croissance en poids. Cette concentration est de 1’ordre de 2200.96 ugPb/g
accumulée chez les individus exposés a 2000 ugPb/g de sol. Un tel résultat ne signifie pas
pour autant que le plomb n’est pas toxique pour ce gastéropode. Par exemple, Sahraoui
(2022) avait enregistré des CI50 de 3808.18 pg Pb/g pour I’inhibition de la croissance en
biomasse, et 4121.06 ug Pb/g pour celle du diametre de la coquille, chez des individus de
H. aspersa exposés a des concentrations croissantes en plomb dans le sol. Par ailleurs, il
est a noter que pour ce métal, c’est la coquille qui concentre la plus grande teneur par
rapport aux autres organes. En effet, cette derniere est utilisée par le gastéropode en tant
qu’organe de stockage temporaire, et ce, pour réduire la charge des tissus mous en période
de forte incidence de Pb. L’animal relache cette concentration en Pb a nouveau lorsque les

concentrations de tissus mous commencent a chuter (Belhiounai, 2019).
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Conclusion et perspectives

L’objectif principal visé par cette étude est de confirmer la capacité du gastéropode
pulmoné terrestre Helix aspersa a accumuler le cadmium et le plomb présent dans le sol,

ainsi que d’évaluer les effets écotoxiques de ces éléments sur ce dernier via le calcul des

CI50.

Cette étude fait suite au travail précédemment réalisé dans le cadre d’une theése de doctorat
ou une population de H. aspersa a été exposée a des sols contenant des concentrations
croissantes en Cd et en Pb pendant 28 jours, en conditions contrdlées. En ce qui nous
concerne, a la fin des tests, nous avons procédé a la quantification des teneurs de ces
éléments dans les sols et les tissus mous de 1’espece étudiée. Ces teneurs nous ont permis

de calculer les facteurs de bioaccumulation et de déterminer les CIS0.
A TI’issu de ce travail, les principales conclusions peuvent étre résumées ainsi :

e [l existe une relation entre les concentrations en Cd accumulées par H. aspersa et celles
présentes dans le sol. En effet, I’accumulation de cet élément par cette espece est dose-
dépendante ; elle augmente au fur et a mesure que les concentrations du Cd dans le sol
augmentent ;

e Le calcul des facteurs de bioaccumulation pour les deux éléments, nous ont permis de
conclure que H. aspersa est un organisme macro concentreur du Cd, et déconcentrateur
du Pb ;

e Le calcul des CIS0 a révélé une relation dose-réponse entre le cadmium accumulé dans
les tissus mous de H. aspersa et la diminution de la croissance en poids chez cette
espece utilisée comme modele biologique. La CI5S0 obtenue pour le cadmium est de
1153.01 pgCd/g de tissus mous ;

¢ En revanche, nous n’avons pas réussi a déterminer la CIS0 pour le plomb. En effet, il
est évident que le seuil de toxicité pour cet élément dépasse largement la plus haute

concentration accumulée chez H. aspersa dans le cadre de cette étude.

Globalement, 1'évaluation de l'effet ecotoxicologique du cadmium et du plomb sur H.
aspersa souligne I'importance de prendre des mesures de protection de l'environnement
pour réduire la contamination par ces deux éléments a titre indicatif, et d’autres ETM qui
peuvent étre encore plus toxiques. Aussi, ces résultats peuvent contribuer a la mise en

place de réglementations plus strictes visant a limiter I'exposition des organismes terrestres
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aux métaux toxiques, ainsi qu'a sensibiliser les industriels sur les conséquences néfastes de

la pollution sur la faune et la flore.

Il est essentiel de poursuivre la recherche dans ce domaine pour mieux comprendre les
mécanismes sous-jacents et développer des stratégies de conservation efficaces pour
préserver la biodiversité et l'intégrit€é des écosystemes terrestres. Ainsi, comme

perspectives :

v 1l serait intéressant de quantifier les ETM dans les différentes parties du corps
séparément, afin de cibler I’organe accumulateur pour chaque métal ;

v' Effectuer des tests avec des concentrations plus hautes pour le plomb dans le but de
cerner les valeurs écotoxicologiques ;

v" Quantifier et étudier les effets écotoxiques d’autres éléments traces, notamment : Zn,

Cu, As, Co, Ni, Mg, etc. aussi bien dans les sols que chez H. aspersa.
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Annexe (02

Tableau 63 : Evolution des poids moyens (g) des juvéniles de C. aspersum en fonction du

temps (jours) et des concentrations en cadmium (ppm) dans le substrat. (Page 211)

Concentrations (Cd) JO J7 J14 J21 J28
Témoin 0,83 1,18 1,3 1,52 1,96

50 ppm 0,77 0,95 1,01 1,29 1,30

100 ppm 0,77 0,96 0,98 1,13 1,26

500 ppm 0,96 1,23 1,29 1,43 1,14

1000 ppm 0,77 0,99 1,01 1,03 0,79

Tableau 65 : Biomasses moyennes (g) des juvéniles de C. aspersum en fonction du temps

(jours) et des concentrations en Pb (ppm) dans le substrat. (Page 215)

Concentrations (Pb) JO J7 J14 J21 J28
Témoin 0,98 1,4 1,59 1,94 2,45

50 ppm 0,89 1,36 1,43 1,49 1,53

100 ppm 0,81 0,98 1 1,09 1,12

500 ppm 0,88 0,92 0,94 0,99 1,04

1000 ppm 0,95 1,13 1,21 1,46 1,66
2000 ppm 1,05 1,07 1,13 1,16 1,2
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Résumé :

Le présent travail est la continuité d’une étude entamée en 2019 (plus de détails sont donnés dans les
différentes parties de ce document). Ainsi, aprés exposition d’une population population du
gastéropode pulmoné terrestre Helix aspersa a des sols contenants des concentrations croissantes en Cd
et Pb en conditions contrdlées pendants 28 jours, nous avons procédé a la quantification des teneurs de
ces deux éléments dans les tissus mous de 1’espece testée. L objectif étant de confirmer la capacité de
H. aspersa a accumuler ces éléments, mais aussi de déterminer la relation dose-réponse et donc I’effet
du Cd et Pb accumulés sur la croissance en poids de cette espece via le calcul des concentrations qui
inhibent la croissance de 50% de la population testée.

Les résultats obtenus ont révélé une relation entre les concentrations en Cd accumulées par H. aspersa
et celles contenues dans le sol. En effet, I’accumulation est dose-dépendante ; elle augmente au fur et a
mesure que les concentrations du Cd dans le sol augmentent. Ces résultats ont été confirmés par le
calcul des facteurs de bioaccumulation pour les deux éléments qui nous ont permis de conclure que H.
aspersa est un organisme macroconcentreur du Cd, et déconcentrateur du Pb.

Par ailleurs, le calcul des CI50 a révélé une relation dose-réponse entre le cadmium accumulé dans les
tissus mous de H. aspersa et la baisse de la croissance en poids chez cette espece utilisée comme
modele biologique. La CI50 obtenue pour le cadmium est de 1153.01 ugCd/g de tissus mous. Pour le
plomb, nous n’avons pas réussi a déterminer cette valeur écotoxicologique. Il est évident que le seuil de
toxicité pour cet élément dépasse largement la plus haute concentration accumulée chez H. aspersa.
Globalement, I’espece testée a montré une capacité d’accumulation relativement importante,
notamment pour le cadmium, ce qui confirme son utilit¢ dans les processus de bioindication et
d’évaluation des risques liés a la contamination des sols par ces éléments considérés comme
potentiellement toxiques.
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