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_________________________________________________________POURQUOI LES ESCARGOTS ?

Les escargots sont des macro-invertébrés vivant à l'interface sol-plantes-air. Ils peuvent présenter des densités importantes (Topp, 1981 ;Jeffery et al., 2010). Ces mollusques gastéropodes sont phytophages, détritivores et se déplacent sur, pondent dans et ingèrent du sol. Ils intègrent donc de multiples sources et voies de contamination (cf figure 1). Les escargots participent aux échanges avec le sol et sont des proies pour de nombreux consommateurs (invertébrés : vers luisant, larves de carabes, ou vertébrés : oiseaux, petits mammifères comme les musaraignes, hérisson et l'homme). Parmi les escargots, Helix aspersa ou Cantareus aspersus, est une espèce très largement répartie dans le monde (pour plus de détail, voir la norme ISO 15952, 2006). Son élevage étant possible, on peut disposer d'escargots de passé biologique connu pour :

analyser en laboratoire la biodisponibilité des contaminants du sol par mesure des transferts sol-escargot (Fig. 2a,b) ou sol-plante-escargot (Fig. 2c).

du biomonitoring actif en étudiant sur le terrain la biodisponibilité des contaminants du milieu (sol, plantes, air) par mesure de leur accumulation dans des escargots encagés pendant une durée déterminée (Fig. 2d,e).

Dans les 2 cas on peut choisir de faire l'analyse des concentrations internes soit à la fin de l'exposition (étude statique) soit au cours de l'exposition (étude cinétique) : cette dernière nécessite plus d'animaux et de temps d'analyse mais elle apporte des informations plus précises (de Vaufleury et al., 2009).

________________________________COMMENT SONT REALISEES LES EXPOSITIONS ET ANALYSES ?

Exposition en laboratoire. Pour mener des essais en laboratoire sous conditions contrôlées, des escargots sont répartis dans des boîtes en polystyrène cristal de type « boîte à souris » (24x21x8 cm) dont le fond est recouvert par 100 g de sol sec, humidifié ensuite à 50 % de la capacité au champ (Fig. 2a,b). On utilise des escargots subadultes (4-6 g) élevés durant 7 à 9 semaines. Pour chaque sol étudié, cinq boîtes contenant six escargots chacune sont suivies en conditions contrôlées : photopériode de 18 heures, température de 20 °C ± 2 °C, humidité relative de 80-95 %. Les escargots sont nourris ad libitum avec de la laitue fraîche non contaminée (ou à défaut par une farine pour escargot) déposée dans des boîtes de Pétri. L'unique source de contamination est donc le sol. Le transfert des contaminants s'effectue alors par diffusion cutanée à travers l'épithélium du pied et par ingestion de particules de sol (Gomot et al., 1989 ;Coeurdassier et al., 2002). Trois fois par semaine, les boîtes sont nettoyées, les fèces enlevées et la nourriture renouvelée. A t 0, 6 escargots sont utilisés pour analyse des concentrations en contaminants avant exposition. Après 2, 5, 7, 14, 21 et 28 jours ou uniquement après 28 jours, pour chaque sol étudié un escargot est prélevé aléatoirement dans chaque boîte (de Vaufleury et al., 2009 ;Gimbert et al., 2006 ;Pauget 2008, Pauget et al., 2011a). Si on souhaite étudier en laboratoire le transfert solplante-escargot, il est aussi possible de mettre en oeuvre des microcosmes (Fig.2c ;voir Scheifler et al., 2006, cette méthode n'étant pas détaillée ici). Bioindication active in situ. Les essais in situ consistent à disposer des microcosmes (cylindres en acier inoxydable de 25 cm de diamètre sur 25 cm de hauteur fermés par une grille de maille 0,5 ou 1cm, maintenue par 3 à 4 tiges en inox) sur les différentes zones d'étude (Fig2d, e). Dans chaque microcosme on dispose 15 individus. Les escargots encagés sont des subadultes (4-6 g) élevés durant 7 à 9 semaines (ISO 15952 ou issus d'éleveurs locaux). Ils sont exposés au sol ainsi qu'aux végétaux (vivants ou en décomposition) ayant poussé sur le site et à l'air ambiant et subissent les aléas climatiques (Scheifler et al., 2003 ;Gimbert et al., 2008 ;Fritsch et al., 2011 ;Pauget et al., 2010 ;de Vaufleury et al., 2011) In situ 2d 2e

Biomonitoring actif in situ à l'aide de microcosmes où sont exposés les escargots (2d: microcosme ouvert; 2e, microcosmes fixés à l'aide de tiges inox)

In situ

2d 2d 2e 2e
Biomonitoring actif in situ à l'aide de microcosmes où sont exposés les escargots (2d: microcosme ouvert; 2e, microcosmes fixés à l'aide de tiges inox)

(1) où C esc (t) est la concentration en métal dans l'escargot (mg métal kg MS esc -1 ) au temps t (j), a est le flux d'assimilation (mg ETM kg esc -1 .j -1 ), k 2 le taux d'excrétion (j -1 ) et t le temps (j). C esc (0) est la concentration initiale mesurée en métal dans l'escargot.

_______________________________________________________________APPLICATION A UN CAS REEL

Question posée : les métaux de sols d'un ancien site minier sont ils biodisponibles et toxiques pour les escargots ?

GRADIENT de POLLUTION

Site contrôle

Site: P1 Site: P2 Site: P3

[Pb] 

_____________________________________________________________CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L'utilisation des escargots comme bioindicateur s'est montrée pertinente dans le contexte des sols pollués par les métaux. On dispose de moins de données pour les contaminants organiques persistants (l'analyse des concentrations internes n'est adaptée que pour les polluants peu dégradés ou dont on connaît les métabolites). La combinaison des approches de laboratoire et de terrain permet d'approfondir les relations entre caractéristiques du sol et biodisponibilité des contaminants du sol pour l'escargot :

l'approche de laboratoire constituant plutôt un outil d'évaluation des caractéristiques intrinsèques du sol.

l'approche in situ renseigne sur la biodisponibilité actuelle des contaminants pour l'escargot et peut être utilisée également en évaluation des risques pour les écosystèmes et en évaluation de l'efficacité des méthodes de remédiation. 

Figure 1 :

 1 Figure 1 : Exposition des escargots dans l'écosystème terrestre.

Figure 2 :

 2 Figure 2 : Modalités d'exposition en laboratoire ou. in situ

  . A t 0, 6 escargots sont utilisés pour analyse des concentrations en contaminants avant exposition. Pour une étude statique des transferts (de Vaufleury et al., 2009) par mesure des concentrations internes en contaminants, au moins 6 escargots sont prélevés après 28 jours d'exposition sur le terrain. Les escargots restants peuvent être utilisés pour analyser d'autres contaminants. Pour l'étude des cinétiques de transfert il est nécessaire de disposer, par zone d'étude, au moins 3 microcosmes contenant chacun 15 individus. On prélève ensuite 2 individus par microcosme à chaque date de prélèvement (= 2, 5, 7, 14, 21 et 28 jours d'exposition) soit 6 escargots par date. A l'issue de l'exposition, les escargots échantillonnés sont pesés, puis disposés dans une boîte en polystyrène cristal de type « boîte à souris » humidifiée (24x21x8 cm, ref. EIDBBAC001, Charles River IFFA-CREDO, 69 L'arbresle) en vue d'une période de jeûne de 48 heures pendant laquelle les fèces sont ôtées toutes les 24 heures. Puis les escargots sont sacrifiés par congélation à -80°C. Après décongélation, le corps mou est retiré de la coquille, les viscères et le pied sont séparés puis séchés à l'étuve à 60°C jusqu'à masse constante (pour les analyses d'Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (HAP), les tissus doivent être séchés à 40°C). Les analyses sont généralement faites dans les viscères (Fig 3) car c'est l'organe où se concentrent la plupart des contaminants (métaux notamment).

Figure 3 :

 3 Figure 3: séparation des viscères (V) et du pied (P). a: anus, b: bouche, bm: bord du manteau, c: coeur, ga : glande à albumen, gd : glande digestive, o : ovotestis, og: orifice génital, p : poumon, pn : pneumostome, r : rein, sm : sole musculaire, ta : tentacule antérieur, to : tentacule oculaire .

Figure 4 -

 4 Figure 4-Biomonitoring (« snail watch » : bioindication active = transplantation d'animaux de passé biologique connu pendant 28 jours) sur un ancien site minier (Fritsch et al. 2011). En violet : concentration en Pb (mg.kg -1 sol sec) ; en couleur sur les courbes : concentration interne en Pb en fin d'exposition.In situ, le « snail watch » (Fig.4) permet d'évaluer l'accumulation du plomb (Pb) dans des escargots implantés 28 jours en sentinelles. Cette mesure révèle la biodisponibilité du Pb du sol. Cette accumulation ne s'accompagne pas nécessairement d'effets toxiques (en terme de survie après 28 jours). La mise en relation de la bioaccumulation avec les paramètres du sol et/ou la disponibilité environnementale est complexe à analyser car les escargots sont exposés non seulement aux métaux par ingestion ou par contact direct avec le sol mais aussi par la chaîne trophique via les végétaux ingérés.

Figure 5 -

 5 Figure 5 -Biodisponibilité (ex du Pb) pour l'escargot au cours d'une exposition de 28 jours en laboratoire à des sols d'un ancien site minier (Pauget, 2008 ; Pauget et al., soumis). Les concentrations internes à 28 jours sont similaires pour des 2 sols bien que le sol C soit moins contaminé que le sol J. Le flux d'assimilation (« vitesse » d'entrée) du Pb est plus élevé pour le sol le moins pollué. D'autres travaux ont montré que le Cd accumulé dans l'escargot était biodisponible pour un prédateur vertébré (Hispard et al. 2008). L'absence d'effets toxiques pour l'escargot ne signifie pas l'absence d'effet dans les chaînes alimentaires en raison de la biodisponibilité trophique des contaminants.

  Une méthode d'Evaluation des RIsques de Transfert de MEtaux (ERITME) basée sur l'utilisation de ce type d'outil permet de donner une note matérialisant la biodisponibilité (par comparaison des concentrations internes post-exposition et des concentrations de référence d'escargots exposés sur un sol non contaminé)(Pauget et al., 2010(Pauget et al., , 2011b,c),c).
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