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Contexte de I’étude

— Margaritifera margaritifera : espece en voie de disparition en France.
Protégée par les Annexes Il et V de la Directive Habitats ainsi que par
I’Annexe Il de la convention de Berne. Liste rouge des especes menacées
d’extinction.

— Causes de son deéclin au cours du XXeme siecle : altération générale de la
qualité de I’eau, destruction des habitats, colmatage des sédiments,
pollution par les pesticides, phosphates et azotes responsables de
I’eutrophisation.



Contexte de I’étude

— Environ 100 000 individus sont recensés en France.
En Dordogne : population de 15 000 individus localisée sur la Dronne.

— Riviere Dronne : peu polluée, mais activités de son Bassin versant ont
conduit a une certaine déegradation progressive de sa qualité.

- Exemple : décharge sauvage a St Saud Lacoussiere, juste au-dessus
d’un pavage de M. margaritifera (1000 a 1500 individus)

> Impact direct des micropolluants sur les organismes?

— Tres peu d’etudes ecotoxicologiques developpées sur la moule perliere.



Objectifs de I’étude

- Impact potentiel de la décharge sauvage de St Saud Lacoussiere
sur la population de M. margaritifera en Dronne.

— Impact ciblé de deux contaminants bien connus pour impacter
les bivalves : le cadmium et I’arsenic, a partir d’etudes
développées en conditions controlées de laboratoire.

— Connaissances nouvelles sur la sensibilité de I’espece aux
micropolluants métalliques et ainsi identifier les populations a

risque /n situ.

Autorisation de prélevement de 113 individus sur la Dronne a été accordée
par le Ministere de I’Environnement en 2009 pour développer ces premieéres
études écotoxicologiques sur I’espece




Prélevements de terrain
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Trois périodes de prélévements : avril 2009, juillet 2009 et )
mars 2010 :"m oo B
10 individus amont et 10 individus aval a chaque période ' Bassin de la Dordogne
- 60 individus au total




Expérimentation en laboratoire

7 cm sable

Eaude la Dronne
6 individus par bac
T°C=18,76+0,13°C 14 j d’acclimatation
02=9,11+0,03 mg/L 7 j d’exposition
pH=7,20£0,05
16h jour / 8h nuit

- 30 individus expérimentés en juillet 2009




Parametres analysés

— Mesures morphométriques

- Analyses en microscopie de la gonade

- Bioaccumulation des métaux dans les

organes

— Quantification des métallothioneines

- Dosage du malonedialdehyde

— Quantification relative de I’expression des

genes (ARNm)

Métallothionéine de mammifére (f—o)
O Cystéine

® Cadmium



Résultats et discussion

» Terrain Mesure de la longueur des coquilles (mm)
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» Terrain

Cd concentration (ug/g, dw)
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Résultats et discussion

Bioaccumulation du cadmium (Cd)
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Résultats et discussion

» Terrain Concentrations en métallothionéines (MTs)
Métallothionéines - Juillet 2009 Métallothionéines - Mars 2010
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Réponse significative de détoxication face aux métaux




» Terrain

Résultats et discussion

Expression quantitative des genes

Facteurs d’induction (> 1) ou de répression (< 1) des genes entre ’amont et I’aval
mesurés en Juillet 2009

Fonction Organe Branchies vil\sn caés;:e Rein
Lutte contre | g0 1,09 1,91 0,72
le stress

oxydant sodMn 0,65 1,65 0,79
Métabolisme |12S ﬂ),75\* ﬂ),75\\ ﬂ),Sl\-
mitochondrial | cox/ \1’53/ \2,61// \2)15?
Détoxication | mt 0,31 1,81 0,58

mitochondrial a I’aval par rapport a I’amont

Pour les trois organes : perturbation significative du métabolisme




Résultats et discussion

» Terrain Expression quantitative des génes

Facteurs d’induction (> 1) ou de répression (< 1) des genes entre ’amont et I’aval
mesurés en Juillet 2009

: : M :

Fonction Organe Branchies . a'sse Rein
viscérale _

Lutte contre | 5o 1,09 /1,91 0,72
le stress )
oxydant sodMn 0,65 \1,65/ 0,79
Métabolisme |12S 0,75 0,75 0,51
mitochondrial | cox/ 1,53 2,61 2,15
Détoxication | mt 0,31 1,Sf ) 0,58
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Masse viscérale: stress oxydant significatif et détoxication par les métallothionéines




Résultats et discussion

» Terrain

Effet significatif de la décharge de St saud
Lacoussiere sur les moules perlieres de la Dronne,
en terme de bioaccumulation metallique, de
mécanismes de déetoxication et d’effets géenétiques



Résultats et discussion

» Laboratoire Bioaccumulation du cadmium (Cd)
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Résultats et discussion

» Laboratoire Concentrations de métallothionéines (MTs)
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Pas de réponse des MTs au Cd en Ia!oratoire, mais réponse significative
des MTs dans la masse viscérale en conditions Témoin aval




Expression quantitative des genes

» Labo ratoi re _ Branchies Aval/Amont 2ugCd/Amont | 5ugCd/Amont
Lutte contre le |44 0,51 0,15 0,34 0,12
stress oxydant Kyele/7/y 1,34 0,62 0,55

Métabolisme A 3,85 0,56 7,63
mitochondrial Kq23%9i 1,36 4,41 19,51

mt 0,99 3,65 18,12
Aval par rapport a l’amont : Masse viscérale Aval/Amont 2ung/Amont 5ugCd/Amont

— Stress oxydant

. AT sod 0,72 0,71 0,64

- Perturbation du QELL sodmn 4,33 6,05 1,77
met,abol_ism_e mitochondrial FFEEEEE | o5 3 9% 0.96 0.64
- Detoxication ichondrial " B22% 6,52 3,41 7.44
Détoxication mt 1,60 4,77 9,38

sod 0,04 0,81 0,48
ST A EE sodMn 0,80 0,33 0,73

Métabolisme  IES 0,17 0,82 1,37

mitochondrial Kq2%49i 2,61 35,25 181,20

mt 0,57 6,81 22,48




Expression quantitative des genes

» Laboratoire [Ferion  sranchic
soa’ 0,51 0,15 0,34 0,12
stress oxydant Kyele/7/y 6,00 0,62 0,55
Métabolisme  [E& 1,76 0,56 7,63
mitochondrial §ae3'dj 3,31 4,41 19,51
Détoxication  [ils 36,32 0,99 3,65 18,12
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d

Effet de I’oestradiol : M

— Stress oxydant er —trele B4 0,47 0,72 0,71 0,64

— Perturbation du SO EULEE sodMn 1,94 @ 6,05 1,77

métabolisme mitochondrial IS E | 125 16,88 0,96 0,64
nnwchondrial cox/ 10,51 3,41 7,44

Détoxication m
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Lutte contre |e sod 0,5] 0,04 0,8] 0,48
stress oxydant Kyele/7/; 1,08 0,80 0,33 0,73
t

15,19 1,60 4,77 9,38

Métabolisme 125 13,67 0,17 0,82 1,37

mitochondrial R34 3,31 35,25 181,20

Détoxication m 1085,04 0,57 6,81 22,48



Expression quantitative des genes

» Labo ratoi re _ Branchies Aval/Amont 2ugCd/Amont | 5ugCd/Amont
Lutte contre le |44 0,51 0,15 0,34 0,12
stress oxydant Kyele/7/y 6,00 1,34

Métabolisme 2 1,76 3,85

mitochondrial §aq23%i 3,31 1,36
mt 36,32 0,99

Effet Cd :

— Stress oxydant
— Perturbation du
meétabolisme mitochondrial
— Détoxication

o Aval/Amont |Oest/Amont
Masse viscérale

e/ “trele K 0,47 0,72
S\ jdant Kyele/7/q 1,94 4,33

abolisme 125 16,88 2,26
ychondrial Ea234i 10,51 6,52

Détoxication mt 15,19 1,60

Rein
Lutte contre le 24 0,51 0,04
ST A EE sodMn 1,08 0,80

Métabolisme 125 13,67 0,17
mitochondrial a4} 3,31 2,61

mt 1085,04 0,57




» Laboratoire

Analyses
histologiques de
la gonade

Le Cd mime |’effet de
I’0oestradiol :
Perturbateur endocrinien
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» Laboratoire

Proportions d’individus femelles ou hermaphrodites
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Conclusion

Bioaccumulation significative de Cd, Pb, Cr, As et Co a I’aval de la décharge de St Saud
Lacoussiere par rapport a ’amont.

Augmentation significative des concentrations de métallothionéines (détoxication),
génération d’un stress oxydant et perturbation du meétabolisme mitochondrial.

Bioaccumulation du Cd significative en fonction des conditions 2 et 5 pg/L montrant
une capacité d’intoxication rapide par ce métal.

Par contre, pas de réponse des métallothionéines en laboratoire (temps trop court?),
alors que les genes impliqués dans la lutte contre le stress oxydant, dans le
métabolisme mitochondrial et dans la détoxication sont surexprimés = mise en place
d’une réponse adaptative précoce.

Role de perturbateur endocrinien du cadmium.

Predominance d’individus hermaphrodites aussi bien a I’'amont qu’a I’aval sur la
Dronne.



Perspectives

Approfondir les analyses issues des prélevements de terrain et des expérimentations
de laboratoire realisées en 2009/2010

Développer une méthode d’étude ecotoxicogenomique des moules perlieres non
invasive par le sequencage haut débit du transcriptome puis I’analyse sur
I’hémolymphe d’individus /n situ

Mettre en place une ferme d’élevage afin de sauvegarder I’espece sur la Dronne

Développer des études de sensibilité aux micropolluants et aux facteurs
environnementaux sur les stades juvéniles les plus sensibles de la moule

) o

Projet Life+ Nature LIFE13 NAT/FR/000506
Préservation de Margaritifera margaritifera et restauration de la
continuité écologique de la Haute Dronne




Merci de votre attention!!!



Parametres analysés

Geénes recherchés, clonés et séquencés

Fonction Gene Amorce oligonucléotidique (5°-3°)

Geéne de 7 i ATGTATGTTGCCATTCAGGCTGTa
référence ) GATGTCGACATCACACTTCATGATD

sod GTGAAGTTAAAGGAACTGTCAAGa

Lutte contre le CCACCACAGTTCTGCCAATGATGGAD
stress oxydant sodMn AATGGTGGTGGTCATATTAATCACTCa
GGTATCAGACCTGTTGTTGGTT b
Métabolisme 125 TGGTGCCAGCAGTCGCGGTTATACCa
mitochondrial ACCCCTACTATGTTACGACTTATCCb

GAATTCAGATTTTGAAGCACCGAAGATa
TCATTTGCATGAACATCCAGAGTCb

Détoxication mt



