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�1. Introduction



Les approches biologiques des pollutions des ressources ou des milieux naturels dans les EIE sont peu nombreuses à l'heure actuelle. Seule l'utilisation d'indices biologiques (tels que l'indice biotiques ou les indices diatomiques utilisés dans l'étude des pollutions des eaux de surface) est d'usage relativement courant dans les EIE. Néanmoins, certains disciplines de la biologie telle que l'écotoxicologie sont en pleine évolution et de nombreuses études et recherches appliquées sont réalisées dans cette problématique. Cette évolution scientifique aboutit ou pourrait aboutir à plus ou moins long terme à des méthodes de mesures et/ou des normes qu'il conviendra d'assimiler et d'intégrer dans les différentes procédures administratives relatives aux incidences d'un projet sur l'environnement.





L'étude de la pollution de l'environnement implique une connaissance aussi précise que possible :

-	du transfert et de la distribution des polluants dans les écosystèmes,

-	des effets biocoenotiques de ces polluants.



Le rejet de polluants dans l'environnement est un phénomène complexe que l'on ne peut pas limiter à l'aspect du panache de fumée ou à l'émissaire d'égout. Un rejet est constitué souvent d'un mélange complexe de substances qui subissent différentes influences par le milieu récepteur ou au sein même du rejet par le jeu d'interactions diverses d'ordre physico-chimiques ou biologiques :

-	transfert à plus ou moins longue distance selon la nature et les caractéristiques du milieu récepteur (ventilation, microclimat, régime hydraulique, nature géologique du sol, ...) et selon des caractéristiques spécifiques des polluants concernés (mobilité des produits dans le sol, aptitude à la sédimentation, ...);

-	transformation chimique des polluants sous une autre forme (polluants secondaires dans l'air, ...);

-	élimination des produits selon leurs caractéristiques de biodégradabilité;

-	persistance des produits dans les différents compartiments de l'environnement contribuant ainsi à un phénomène général d'accumulation (selon la persistance des produits, temps de demi-vie, ...).

Ces divers mécanismes influent donc sur le transfert et la distribution des polluants et peuvent engendrer une contamination de la biomasse, notamment pour les composés non biodégradables persistants dans l'environnement. La grande persistance de ces agents contaminants dans les écosystèmes favorise leur passage dans l'ensemble des réseaux trophiques de chaque biocoenose selon les caractéristiques de bioaccumulation et de bioamplification des produits et des écosystèmes. Ce transfert et cette distribution des polluants dans les écosystèmes peuvent être à l'origine d'effets écotoxicologiques et/ou écologiques sur les êtres vivants présents dans ces écosystèmes.



Deux démarche différentes sont envisagés pour l'étude des pollutions de l'environnement :

1.	la détermination des niveaux de contamination des biotopes, des populations végétales et animales exposées,



2.	l'évaluation des effets écotoxicologiques résultant in situ de la pollution analysée sur les peuplements, voire les biocoenose toutes entières exposées au(x) polluant(s) étudié(s) ou soupçonné(s).





Complémentarité des approches physico-chimique et biologique



Au niveau de ces deux démarches, des approches physico-chimiques et biologiques ont été développées :

1.	l'approche physico-chimique qui consiste à caractériser les perturbations par leurs causes et, en l'occurrence, la présence d'éléments polluants;



2.	l'approche biologique (y compris l'écotoxicologie) qui vise à caractériser la pollution par ses effets sur les organismes vivants (ou sur des compartiments des organismes : cellulaire, tissulaire).



Néanmoins, les faiblesses de l'investigation physico-chimique sont connues :

-	la variabilité et le caractère fragmentaire des données;

-	Les rejets toxiques, d'origine industrielle ou domestique, sont des mélanges très complexes et variables, composés souvent d'une multitude de substances chimiques différentes. Il serait difficile et onéreux d'essayer d'identifier chacun des très nombreux polluants présents dans ces mélange. En outre, les méthodes d'analyse spécifique d'un produit chimique ne peuvent révéler les effets additionnels, synergiques ou antagonistes qui apparaissent lorsque des produits chimiques potentiellement toxiques se trouvent mélangés en grand nombre;

-	...



N.B. : cette approche physico-chimique restera obligatoire pour évaluer la charge des rejets et apporter les preuves juridiques de l'origine des pollutions.



Devant ces contraintes, différentes approches biologiques et écotoxicologiques ont été développées afin de complémenter utilement les méthodes physico-chimiques classiques (la figure 1 présente à titre d'exemple les fifférentes investigations menées dans l'étude des pollutions des eaux de surface). En effet, l'étude des peuplements animaux et/ou végétaux peut nous permettre de répondre à ces deux questions. L'idée que les organismes peuvent nous fournir une indication de qualité de leur environnement est basée sur la notion de tolérance et de valence écologique des espèces. En effet, chaque espèce est soumise dans le milieu où elle vit aux actions simultanées d'agents climatiques, édaphiques, chimiques ou biotiques très variés, et pour chacun de ces facteurs, il existe une borne inférieure et une borne supérieure en deçà et au delà desquelles la survie de l'espèce n'est pas possible. A l'intérieur de cet intervalle existe une valeur optimale (optimum ou preferendum écologique) pour laquelle le développement de l'espèce ou de la communauté est maximal.



Toute disparition ou apparition d'une espèce, toute modification de l'abondance relative d'une espèce, toute modification de la structure des peuplements d'un écosystème, signifie donc une modification de l'environnement de cette espèce. L'introduction d'un polluant dans le milieu peut donc jouer un rôle perturbateur, modifiant la structure des peuplements. 







Figure n°1 : Complémentarités des méthodes physico-chimiques et biologiques (Lascombe, 1992)
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�2. Les concepts méthodologiques de bioindication



Les bioindicateurs ont été définis comme "des organismes ou ensembles d'organismes qui, par référence à des variables biochimiques, cytologiques, physiologiques, éthologiques ou écologiques, permettent, de façon pratique et sûre, de caractériser l'état d'un écosystème et de mettre en évidence aussi précocement que possible leurs modifications naturelles ou provoquées (Blandin, 1986).



Cette définition recouvre trois niveaux d'organisation du vivant : 

-	le niveau cellulaire et tissulaire,

-	le niveau des organismes (échantillons d'une espèce),

-	le niveau des peuplements qui constituent les communautés.



Plus récemment, un autre concept associé avec le terme "indicateur biologique" est apparu: celui d'un organisme qui accumule les substances dans ses tissus d'une façon telle qu'il reflète le taux de ces substances dans l'environnement. Quand de tels indicateurs sont récoltés et leurs tissus analysés, il est souvent possible d'estimer des concentrations environnementales préventives et ils sont particulièrement utiles quand ils concentrent de très faibles taux de ces substances dans l'environnement, et par là facilitent la détection et l'analyse.



Suite à ces concepts méthodologiques, deux grandes catégories de bioindicateurs peuvent être différenciées :



1.	les indicateurs biologiques de bioaccumulation

2.	les indicateurs biologiques d'effets



Ces derniers peuvent également être distingués en :

-	indicateurs écotoxicologiques pour lesquels des méthodes relevant de domaines scientifiques allant de la biochimie à l'éthologie sont utilisées. Ils constituent généralement des systèmes d'alarme précoce d'une contamination dont les effets peuvent être réversibles.



-	indicateurs écologiques, qui correspondent soit à des espèces, soit à des ensembles plurispécifiques et pour l'étude desquels il est fait appel à des techniques propres à l'écologie.





3. les indicateurs biologiques d'accumulation



Cette approche repose classiquement sur la recherche des causes de perturbation et de la présence de polluant dans des êtres vivants par dosages physico-chimiques. L'avantage d'analyser des êtres vivants plutôt que les composants abiotiques des écosystèmes contaminés résulte de plusieurs particularités (Ramade, 1992) :

-	la plupart des polluants, en particulier les substances persistantes - qu'elles soient organiques ou minérales - se présentent à des concentrations bien supérieures dans les êtres vivants à celles auxquelles ils se rencontrent dans les biotopes par suite des phénomènes de bioconcentration, parfois de bioamplification;

-	l'analyse des organismes mesure la disponibilité réelle des polluants pour la biomasse, ce qui est beaucoup plus significatif que la connaissance de la concentration d'un polluant dans le milieu inerte;

-	et surtout, les êtres vivants subissent les variations de leur environnement et intègrent donc à priori ces variations des paramètres caractérisant le milieu et en particulier les contaminants présents (même si la présence de ceux-ci peut être fugace); intégration à différentes échelles de temps et d'espace, permettant à la fois de mesurer et de prévoir l'impact des activités anthropiques. cela complique cependant l'interprétation car le degré d'intégration dans le temps va varier en fonction du binôme espèce - polluant.



Pour être utilisé comme bioindicateur d'accumulation, l'espèce considérée devrait répondre à un certain nombre de critères relatifs à des facteurs intrinsèques aux espèces considérées (sédentarité, longévité, taille suffisante, ....) et à des facteurs extrinsèques ou environnementaux (Ramade, 1992). La liste de ces caractéristiques est si contraignante qu'en pratique, il n'existe presque aucune espèce qui puisse répondre à la totalité de ces critères. Néanmoins, de nombreuses espèces sont utilisées dans le monitoring de polluants. Elles constituent de bons systèmes d'alertes pour la détection des pollutions bien que le phénomène de bioaccumulation soit un phénomène complexe et qu'il ne faut pas essayer de vouloir tout déduire de la présence d'un élément polluant dans un organisme à un moment donné.



Exemples d'utilisation de bioaccumulateurs dans l'étude de la pollution des eaux et des milieux aquatiques



-	des Bryophytes (ou mousses) aquatiques (dont Fontinalis antipyreptica) sont utilisées comme indicateurs du niveau de contamination chimique (et radioactive) des milieux aquatiques. L'activité pérenne des bryophytes les rend bien adaptés à l'identification des rejets et au suivi des pollutions. Ces bryophytes sont utilisés en routine en France notamment. 



-	des Oligochètes ont été envisagés pour l'étude des micropolluants dans les milieux limniques (eaux stagnantes de type étang, ...)



-	des poissons d'eau douce ont été utilisés à une vaste échelle comme bioindicateurs de pollution en milieu aquatique. Les espèces situées au sommet de la pyramide écologique de régime prédateur sont susceptibles de présenter des facteurs de concentration supérieurs à 105 voire 106 par rapport à la teneur de l'eau en certains contaminants.





Exemples d'utilisation de bioaccumulateurs dans l'étude de la pollution de l'air



-	les lichens ou les mousses ont été utilisés comme bioaccumulateurs (mise en évidence de la pollution plombique le long des autoroutes, pollution fluorée, ...) de par leur grand pouvoir d'accumulation et l'absence physiologique de moyen de lutte contre la pollution. Leurs intérêts sont démontrés mais des difficultés persistent quant à la définition claire de protocoles d'échantillonnage et de mesures (choix des espèces, taille, âge, ...). Des possibilités de transplantation d'espèces dans les sites à étudier sont possibles.



-	de par leur grande sensibilité à des polluants spécifique, certains cultivars de végétaux supérieurs (comme par exemple le Ray-grass et la Tulipe en tant que bioaccumulateurs de métaux lourds et du fluor) sont utilisés par culture, implantation dans la zone d'étude, exposition aux contaminants et dosages physico-chimiques.





Exemples d'utilisation de bioaccumulateurs dans l'étude de la pollution des sols



-	les lombrics figurent au premier rang des invertébrés bioaccumulateurs. Leur écophysiologie particulière les conduit à ingérer chaque jour jusqu'à trois fois leur poids corporel de matières organiques végétales mortes ou mélangées à un sol, d'où une contamination en métaux lourds, en organochlorés et autres substances chimiques;



-	les Oniscoïdes (cloportes) sont également d'excellant bioindicateurs de pollution des sols par les métaux lourds (Dallinger et al., 1992).





En marge de l'utilisation d'espèces bioaccumulatrices, des modèles mathématiques ont été développés pour estimer des teneurs de certains polluants bioamplifiés dans les chaînes alimentaires. Citons à ce sujet l'existence d'un modèle mathématique hollandais permettant d'estimer les teneurs de dioxines dans le lait de vache à partir de valeurs d'émissions d'un incinérateur (Slob, Klepper, Van Jaarsveld, 1993).





4. Les indicateurs biologiques d'effets



La connaissance du niveau de contamination des écosystèmes constitue une condition nécessaire mais non suffisante pour évaluer l'impact sur l'environnement de tel ou tel polluant. La finalité ultime de l'étude des pollutions de l'environnement est de détecter aussitôt que possible des changements produits par la contamination des écosystèmes afin de préciser des conséquences écologiquement et économiquement désastreuses. 



Le fait de déceler des traces de contaminants n'apporte aucune information sur leur impact réel au plan écologique. Il n'est pas sûr que l'on soit dans un domaine de concentration dans lequel le polluant exerce une activité biologique décelable; d'autre part, il n'est pas toujours possible de faire l'analyse de tous les polluants présents dans l'eau, les sols ou encore l'atmosphère. De plus la signification bioécologique des concentrations de contaminants détectés n'est pas toujours connue, a fortiori l'existence de phénomènes d'antagonismes ou de synergie entre les polluants. D'autre part, la seule analyse des concentrations de polluants peut passer à coté de composés chimiques fugaces et/ou labiles par exemple, pouvant être à l'origine de désastre écotoxicologique, si la pollution advient entre deux séries de mesures. Seule une étude biologique sera susceptible de préciser s'il existe réellement une action toxicologique et/ou écotoxicologique.





4.1. Les indicateurs écotoxicologiques d'effets



Les méthodes développées pour les deux premiers niveaux d'organisation relèvent de l'approche écotoxicologique.



L'écotoxicologie peut être définie comme l'étude des effets d'impacts anthropiques (substances chimiques et irradiations) sur les systèmes biologiques de l'environnement. Son objectif est l'identification et l'évaluation de la vulnérabilité des écosystèmes face aux impacts. Ces effets sont mesurables à l'aide de variables d'état d'un écosystème, c'est-à-dire ses paramètres structurels (biodiversité, diversité génétique, répartition spatio-temporelle, ...) et fonctionnels (producteurs, consommateurs, décomposeurs, cycles biochimiques, ...).



Face aux problèmes posés par l'évaluation de ces paramètres globaux, les écotoxicologues essaient de modéliser (donc de simplifier) les effets sur un écosystème complet à partir des réponses individuelles d'organismes faisant partie de ce système (voir paragraphe consacré aux bioessais). Néanmoins, ces réponses au niveau de bioessais sont relatives aux individus et non aux populations et fournissent des renseignements sur le potentiel écotoxicologique d'une substance ou d'un rejet, mais non sur leur impact réel sur l'écosystème exposé.





Aperçu de quelques méthodes ou biotests existants:



Toute une panoplie de méthodes ont été développées afin de pouvoir apprécier le potentiel de toxicité d'une substance ou d'une émission polluante dans le milieu récepteur. Ces biotests se déroulent généralement sous conditions contrôlées sur des organismes élevés ou cultivés en laboratoire. Il s'agit parfois de tests normalisés (ISO, DIN, AFNOR, ...) pour lesquels sont fixés une fois pour toute la durée d'exposition (le plus souvent entre 24h et 96h pour les tests de toxicité aiguë, 7 jours à plusieurs semaines pour les tests de toxicité chronique), le milieu et le nombre de dilution, la température, l'éclairement, .... et le critère de toxicité mesuré.



1.	Au niveau cellulaire et tissulaire : biomarqueurs ou biocapteurs  



Des polluants toxiques présents dans l'environnement (dans les eaux, fixés sur les matières en suspension ou dans les sédiments, dans les sols, ...) peuvent pénétrer dans les cellules des organismes exposés et modifier le fonctionnement cellulaire. Des modifications de composition, de concentration ou d'activité de certaines substances (appelées marqueurs ou capteurs biochimiques-) peuvent alors être détectées par des dosages spécifiques. Les biomarqueurs ou biocapteurs sont des indicateurs d'exposition à des substances toxiques applicables à la fois au terrain et au laboratoire.



Quelques exemples de méthodes de détection de toxicité dans les eaux de surface reposant sur des biomarqueurs:

-	induction d'enzymes ou de protéines par des polluants organiques ou des métaux,

-	production de protéines de stress

-	tests de génotoxicité in vitro (Ex. test d'Ames réalisé sur Salmonella Typhimurium) et in vivo (sur mollusques, poissons, amphibiens)

-	...

Les biocapteurs sont des outils très intéressant mais leur faible pertinence écologique (en ce qui concerne les effets toxiques d'un effluent sur un écosystème) fait qu'il ne s'agit pas de biotests proprement dits. Leur développement actuel les oriente principalement vers le contrôle en continu des rejets.





2.	Au niveau des organismes : les bioessais



Les bioessais sont pratiquées sur des organismes tests. Ils mesurent la réponse physiologique ou comportementale induite par un polluant toxique sur un échantillon d'organismes sélectionnés d'après leur sensibilité au toxique et la reproductibilité de leur réponse. Les grandeurs les plus couramment mesurées sur des échantillons d'organismes tests sont le taux de mortalité, la croissance, le taux de reproduction, l'activité respiratoire, la production de lumière par des bactéries, la mobilité chez des invertébrés et des poissons, ...



On distingue classiquement deux types de tests :

-	les tests monospécifiques de toxicité aiguë ou subaiguë

-	les tests monospécifiques de toxicité chronique



2.1. les tests monospécifiques de toxicité aiguë ou subaiguë



Ces tests sont réalisés à l'aide d'une seule espèce d'organismes de test, et sur une durée relativement courte (variant de 30 minutes à 96h). Ceci a permis le développement d'un certain nombre de bioessais "aigus" qui sont relativement simples à utiliser ("Toxkits") et ceci à un coût raisonnable. Ces tests fournissent des résultats reproductibles et explicites (mort ou survie, mobilité ou immobilité, ...) et sont utilisés comme outil pour le contrôle de la toxicité des rejets, notamment industriels. Les résultats sont exprimés en général sous forme de la concentration létale (ou effective) pour 50% (ou pour toute autre valeur comprise entre 0 et 100%) des organismes de test (CL50, CE50, ...).



Théoriquement, toute espèce pourrait être utilisée mais, pour des raisons pratiques, il a été préféré des organismes qui :

-	jouent un rôle clef dans les écosystèmes,

-	manifestent une sensibilité élevée par rapport aux autres espèces,

-	sont assez simples à cultiver et à maintenir au laboratoire.





Deux exemples de tests fréquemment utilisés dans l'étude de la pollution des eaux de surface sont présentés ci-dessous :

-	test Microtox (ou Lumitox) mesurant l'inhibition de la luminescence de la bactérie Photobacterium phosphoreum,

-	test mesurant l'inhibition de la mobilité du crustacé Daphnia magna.





L'écotoxicologie des sols est une branche récente et encore peu développée de l'écotoxicologie, en comparaison avec les nombreuses recherches et méthodes appliquées aux pollutions des eaux de surface. De nombreuses études scientifiques apparaissent ces dernières années et des tests normalisés et recommandés par des institutions tels que l'OCDE ou la CEE existent déjà. Certaines critiques ou limites d'utilisation et d'interprétation de certaines méthodes de toxicité sont émises, comparables à celles relatives aux méthodes d'évaluation de la toxicité des eaux de surface, à savoir: représentativité des espèces sélectionnées au sein de l'écosystème "Sol", choix du mode d'exposition des espèces aux contaminants, utilisation de conditions artificielles de mesures faisant abstraction des caractéristiques complexes du sol intervenant notamment dans la biodégradabilité des polluants, ... (Van Gestel & Van Straalen, 1994).



Des exemples de tests de toxicité aiguë fréquemment utilisés dans l'étude de la pollution des sols sont présentés ci-dessous :

-	l'OCDE recommande l'utilisation de deux lombrics (Eisenia fetida et Eisenia andrei) dans la détermination de la toxicité aiguë de polluants non volatiles (ISO 11268). Ces vers de terres ont été choisis essentiellement pour des raisons pratiques et la mesure de la toxicité (mortalité) se mesure après absorption cutanée et ingestion des contaminants mélangés à substrat artificiel spécifiquement défini. Ce test est rapide, simple, hautement reproductible et les résultats sont transposables en termes d'effets sur des sols naturels en utilisant des données sur la "sorption" des polluants (Van Gestel & Ma, 1990).

  

-	un test existe également permettant la détermination des effets de polluants (non volatiles) sur la flore du sol (ISO 11269). Ce test permet l'estimation rapide de la qualité des sols en comparant le taux de croissance des racines d'un végétal déterminé, dans des conditions normalisées. D'autres tests sont relatifs à des critères d'inhibition de la nodulation racinaire chez des Légumineuses par des composés tels que les métaux lourds ou des hydrocarbones aromatiques polycycliques.



2.2. les tests monospécifiques de toxicité chronique



Les tests de toxicité aiguë fournissent en général une réponse discontinue de type "Toxique-non toxique". L'objectif des tests de toxicité chronique est de déterminer si une exposition prolongée à un rejet ou une substance chimique risque d'avoir des effets négatifs pour un écosystème.



Dans ce but, les organismes de test sont exposés pendant une période importante de leur cycle de vie (variant entre 7 jours et plusieurs semaines; au minimum 10% du cycle de vie complet). Les résultats sont exprimés en général sous forme de la concentration (ou le facteur de dilution) qui n'entraîne pas d'effets observables pendant la durée du test ("No-Observable-Effect-Concentration", NOEC) ou la concentration minimale qui entraîne des effets observables ("Lowest-Observable-Effect-Concentration", LOEC).



Des méthodes rapides étudient les effets toxiques sur des phases courtes mais essentielles du cycle de vie des organismes, telles que la reproduction, la gamétogénèse ou la phase larvaire. En effet, il est justifié de penser que de tels phénomènes nuiront gravement à terme à l'équilibre des communautés d'espèces.





Quelques exemples de tests utilisés dans l'étude de la pollution des eaux de surface :



-	test de 7 jours de survie et de reproduction du crustacé Ceriodaphnia dubia,

-	test sur 21 ou 28 jours de reproduction du crustacé Daphnia magna,

-	essai embryo-larvaire sur Brachydanio rerio (test sur 11 jours du taux d'éclosion et de survie et de croissance de ces poissons).



N.B. : dans l'étude de la pollution des eaux de surface, des batteries de tests sont développées actuellement associant des organismes représentatifs de différents niveaux trophiques des écosystèmes récepteurs afin de couvrir un spectre assez large de fonctions biologiques, d'effets et de sensibilités des organismes.





Quelques exemples de tests utilisés dans l'étude de la pollution des sols :



-	deux tests normalisés ISO et recommandés par l'OCDE existent. Ces tests utilisent également les deux espèces de lombrics mentionnées préalablement (Eisenia sp.) avec substrat artificiel. L'un des tests utilise comme critère de toxicité chronique les effets des polluants sur la croissance et la reproduction des vers de terre (production de cocons, % de juvéniles). L'autre est relatif aux effets chroniques des pesticides sur ces vers de terre.





Dans l'étude de la pollution de l'air, des bioindicateurs végétaux sont utilisés de par leur sensibilité aiguë à des polluants spécifiques (cultivar de Tabac Bell W3 sensible à l'ozone, ...) pour détecter la présence de ces polluants par exposition, dans les secteurs d'étude, de ces végétaux cultivés en pots selon des protocoles de culture précis. Les espèces sélectionnées répondent à des caractéristiques précises d'ordre pratique, de sensibilité et de spécificité marquées, ... Lors d'accidents de pollution, une détection rapide d'effets défavorables est obtenue et l'étendue des symptômes peut être considérée comme le reflet de pertes éventuelles subies par les cultures, et servir de base à l'appréciation d'éventuels dommages.



Selon les polluants, on distingue des effets aigus ou chroniques sur les plantes exposés. Selon les polluants recherchés et la nature de leurs effets, différents critères d'appréciation de ces effets sont envisagés : 

-	la mesure des nécroses basée sur l'observation et la quantification de symptômes spécifiques sur les feuilles des végétaux indicateurs dans la recherche de polluant soufrés ou fluorés;

-	l'observation de nécroses, de chlorose, de coloration des feuilles, de stress hydrique et de pertes des feuilles, ... pour la détection d'oxydants photochimiques, d'aérosols acides, d'éthylène, ...

Ces critères sont généralement associés à des analyse des tissus foliaires ou des végétaux qui fixent ou accumulent certains de ces composés et peuvent ainsi préciser le diagnostic.



La principale critique relative à l'utilisation de ces plantes indicatrices tient à leur hyperspécificité à un polluant qui est loin d'être représentative de l'ensemble de la flore. Les informations obtenues sont relatives strictement aux effets de certains polluants sur ces plantes bioindicatrices et permettent leur détection et leur quantification par analyse physico-chimique. Ces informations ne peuvent pas renseigner sur les effets de ces polluants sur l'ensemble des communautés végétales et les écosystèmes naturels touchés par ces contaminants.





4.2. Les indicateurs écologiques d'effets



Un indicateur écologique est une population ou un ensemble de population qui, par ses caractéristiques qualitatives et/ou quantitatives, témoigne de l'état d'un écosystème et qui, par variation de ses caractéristiques, permet de détecter d'éventuelles modification de cet écosystème. L'usage d'indicateurs écologiques étudiant la présence ou l'absence de certains organismes dans le milieu, d'altérations de certaines communautés vivantes, de la richesse spécifique de la biocoenose, .... permettra de détecter l'impact d'une pollution sur la taille, la structure et la répartition des populations des diverses espèces d'un peuplement.



Diverses méthodologies ont été mises en place pour répondre à ces objectifs (évaluation de la richesse spécifique, indices biotiques et de diversité, comparaison de courbes de distribution d'abondance, ...). L'examen et la présentation de tous ces types méthodologiques n'est pas l'objet de ce document. Seuls des exemples d'utilisation de méthodes actuellement ou potentiellement utilisables dans les EIE seront explicités. Ces méthodes relèvent de deux types méthodologiques :

-	l'utilisation des critères de Présence - Absence d'indicateurs biologiques de pollution,

-	l'utilisation de méthodes indicielles au sens large du terme (indices macroinvertébrés et diatomiques, indice de pollution atmosphérique, diagnostic écolichénique)







1.  	L'utilisation des critères de Présence - Absence d'indicateurs biologiques de pollution





Il est possible de mettre en évidence dans chaque écosystème un ensemble d'espèces "sentinelles", attestant d'un effet écotoxicologique de polluants même s'ils sont présents à de très faibles concentrations. De telles espèces sont en général d'une grande polluosensibilité, c'est-à-dire présentant une hyperréaction toxique à de très faibles concentrations d'un contaminant donné, pour lequel l'ensemble de la communauté ne présente aucune réaction écotoxicologique apparente. Leur abondance va décroître quand le gradient de pollution augmente. A l'opposé, il est possible de recourir à des bioindicateurs polluotolérants dont l'abondance augmente quand la concentration d'un contaminant augmente. 



Le monitoring de telles espèces de référence constitue une approche commode de l'évaluation de l'état d'une biocoenose et de l'importance des altérations éventuelles produites par un polluant. En effet, il n'est pas nécessaire de disposer d'informations sur l'ensemble des espèces de la communauté car les changements dans les populations des espèces étudiées dont les caractéristiques écotoxicologiques sont bien connues, permettent d'avoir une première estimation, certes empirique, de l'état de la communauté.



Cette méthode simple d'évaluation de la qualité des milieux naturels exposés ou non à tel ou tel type de polluants à partir de quelques espèces prises comme bioindicateurs de pollution est facile à mettre en oeuvre. Mais lorsqu'on est face à une pollution diffuse, multiple, dont souvent on ignore la nature, ou suite à un accident, elle présente un ensemble de limitations :

-	elle ne donne pas de renseignements précis sur l'état de la structure des écosystèmes contaminés;

-	sa précision est réduite car il n'existe aucun bioindicateur universel; l'espèce-sentinelle n'informe que sur le polluant pour lequel sa sensibilité (ou sa tolérance) a été démontrée;

-	un grand nombre d'espèces doit être testé afin de détecter leur aptitude à déceler telle ou telle classe de polluants si on souhaite disposer de bioindicateurs spécifiques;

-	ce n'est pas une seule espèce ou quelques espèces choisies plus ou moins arbitrairement qui permettront de connaître l'état exact de la structure de la biocoenose contaminée mais bien un échantillonnage total de la communauté.



Quelques exemples d'utilisation d'espèces ou de groupes d'espèces comme bioindicateurs de présence - absence :

-	diverses Sangsues, des Mollusques Lamellibranches, ... ont été utilisés dans l'étude des pollutions des eaux de surface;

-	des plantes telles que Viola calaminaria ou Festuca ophiolitica subsp. calaminaria sont inféodées aux friches industrielles au sol enrichi en sels de zinc;

-	...





2.   L'utilisation des méthodes biocoenotiques ou indicielles





Les méthodes biologiques s'appuient sur la coexistence dans les écosystèmes de formes de sensibilités différentes vis-à-vis du phénomène général de pollution, les plus sensibles régressant au profit des plus résistantes au fur et à mesure que la dégradation du milieu s'accentue et réciproquement. 

Au niveau des communautés d'espèces, les indicateurs biocénotiques sont basés sur la structure des peuplements caractérisée par la richesse en espèces et par la proportion relative ou la présence de certains taxons. Ces indicateurs biologiques ont été mis à la disposition des utilisateurs afin de diagnostiquer des pollutions ou des modifications de l'habitat. Ils sont généralement peu spécifiques mais ils présentent cependant l'avantage de refléter l'état de l'ensemble de l'édifice biologique.





2.1. dans l'étude de la pollution des eaux de surface :



Deux catégories d'organismes vivants sont principalement utilisés dans les indices biologiques les plus couramment utilisés actuellement :

-	les indices biologiques basés sur la macrofaune invertébrée,

-	les indices diatomiques.





Les indices biologiques basés sur la macrofaune invertébrée



Ces méthodes sont basées sur un examen global de la macrofaune benthique, récoltée suivant un protocole d'échantillonnage standard. L'indice est donné par un tableau faisant intervenir la nature de la faune récoltée (groupes indicateurs de sensibilité différente aux perturbations) et sa variété. Leur utilisation ne nécessite ni détermination fine à l'espèce des animaux, ni comptage des individus.



Leur utilisation pour l'établissement d'un diagnostic de pollution doit se concevoir sous forme comparative entre deux stations d'étude présentant des conditions d'habitats globalement comparables, ou à défaut, en échantillonnant sélectivement dans les seuls habitats communs.



Les plus couramment utilisés sont l'Indice Biotique (IB avec indice variant de 0 à 10, 10 correspondant aux zones les moins polluées) et l'Indice Biologique Global (IBG avec indice variant de 0 à 20). Des études ont montré que l'IBG apparaît comme plus performant et semble corriger certains défauts de l'IB au niveau de la surestimation de la qualité dans les cours d'eau rapides et bien oxygénés, même s'ils sont fortement pollués et au niveau de la sous-estimation pour les grands cours d'eau où l'oxygénation est souvent moins élevée.



L'avantage principal des macroinvertébrés est la simplicité des identifications et de la détermination de l'indice par le tableau à double entrée. Certaines limites d'application peuvent être faites : mauvaise adaptation aux zones de sources et aux parties aval des grandes rivières, "régionalisme" ("hydro-écorégions") d'application des méthodes, besoin de comparaison à des référentiels établis antérieurement ou résultant de l'analyse comparative de milieux peu modifiés et peu pollués, mauvaise adéquation aux teneurs en phosphore et nitrates, durée d'intégration de la pollution non clairement établie en raison de la durée de vie très variable des organismes considérés, .... 



Il est également utile de préciser que l'estimation du degré de dégradation générale d'un site puis l'analyse des causes, en particulier de faire la part de la pollution de l'eau, constituent des exercices différents qui pourraient nécessiter le concours de méthodes complémentaires susceptibles de fournir des indications qualitatives sur l'ensemble considéré puis sur ses composantes (eau, sédiment, lit, berge, nappe, ...).





Les indices diatomiques



Les diatomées sont des algues microscopiques brunes regroupant plus de 7000 espèces dans les eaux douces et saumâtres. Leur systématique est fondée sur l'ornementation très variable de leur squelette siliceux. Leur prédominance dans les eaux courantes et leur participation active aux processus d'autoépuration les désignent naturellement pour caractériser la qualité des eaux courantes. Outre leur utilisation dans l'étude des pollutions organiques des eaux courantes, des applications ont été développées pour étudier l'impact des rejets salins divers (Ex. : les sels de déneigement), de l'effet de zones agricoles (les indices diatomiques intègrent la contamination faible mais permanente par lessivage des amendements agricoles), de bonne corrélation ont été signalées avec les phénomènes d'eutrophisation (Phosphore total ou Orthophosphates) ou avec l'effet thermique, ...



Au contraire des macroinvertébrés, les diatomées présentent la particularité d'être plus sensibles à la qualité de l'eau qu'à celle de l'habitat. Leur pouvoir intégrateur variable selon les espèces offre une gamme importante de possibilités d'interprétation (environ trois semaines précédant le jour de prélèvement). Les principales méthodes dont les indices ne constituent qu'une expression numérique s'appuient sur la structure des communautés (diversité spécifique) et leurs spécificités écologiques (caractéristiques autoécologiques et synécologiques). La connaissance de l'amplitude écologique des espèces permet de définir la valeur "indicatrice" ou degré de sténoécie. 



Plusieurs grands types de formulation peuvent être distinguées au niveau des différents indices diatomiques utilisés, et notamment :

-	les moyennes pondérées entre abondance, sensibilité et valeur indicatrice 

	Ex. :	Indice de polluo-sensibilité (IPS) et Indice de Leclercq & Maquet

	Ces deux indices varient de 0 à 20 dans le sens des qualités d'eau croissantes.



-	les grilles indicielles (de type indice biotique) : ce type d'approche tente de prendre en compte la succession normale des communautés dans un écosystème théorique d'eau courante.

		Ex. :	indice CEE 88 (variant de 0 (pollution forte) à 20 (pollution nulle)).



Les indices biologiques basés sur les macroinvertébrés sont plus stables dans le temps que les indices diatomiques et souvent plus élevés mais traduisent mal les phénomènes d'eutrophisation marqués en période estivale ainsi que les variations de la minéralisation. Ils contribuent à donner une image plutôt optimiste de la qualité des eaux lorsque les habitats sont diversifiés.





2.2. dans l'étude de la pollution de l'air :

Deux grandes méthodes ont été mises en place. En raison de leur faible coût, elles peuvent être facilement mises en oeuvre et permettre de déterminer la répartition spatiale des zones de pollution à différentes échelles (régionale, agglomération , site industriel).



Les indices de pollution atmosphérique



Différents indices lichéniques existent suivant les différents pays européens (Suisse, Italie, France, Allemagne...). La plus connue de ces méthodes est celle de Leblanc et de Sloover élaborée en 1970 qui définit un indice de pollution atmosphérique ou I.A.P. Tous ces indices reposent principalement sur le constat que la richesse spécifique en lichens diminue avec la pollution.



Ces indices résultent généralement de calculs statistiques sur les fréquences relatives de différentes espèces de lichens et rendent compte de la richesse spécifique. Ces calculs statistiques permettent la détermination de classes de qualité de l'air. Ces classes sont confrontées à une échelle de référence de sensibilité à la pollution atmosphérique calibrée à partir de campagnes extensives d'inventaires de lichens. Pour certains de ces indices, il a pu être mis en évidence la corrélation de la répartition des polluants obtenus à partir des lichens avec 8 types de polluants (SO2, NOx, CL, Pb, Cu, Zn, Cd, poussières) enregistrés par des réseaux de mesures physico-chimiques.



Le diagnostic écolichénique



Tout en étant pas réellement un indice (pas d'obtention d'une valeur numérique, mais plutôt d'une classe), cette méthode qualitative se rapproche des méthodes indicielles par son protocole très précis permettant une comparaison des résultats entre eux dans le temps et dans l'espace.



Cette méthode a été mise au point en France par Van Haluwyn et Lerond et utilisée dans diverses régions françaises. Ces auteurs ont déterminé la sensibilité à la pollution globale de l'air de groupes d'espèces de lichens à la suite d'une étude phytosociologique extensive, et les ont répartis dans 7 classes (de A à G, selon un gradient décroissant de pollution). Chaque classe a été calibrée par rapport à une teneur en dioxyde de soufre. L'application de la méthode nécessite l'identification et l'évaluation de l'abondance des espèces de lichens présents sur les arbres pour chaque site. La déduction de la classe de la qualité de l'air sera déterminé par la présence d'espèces les plus sensibles à la pollution.



Ces deux méthodes présentent les avantages d'être faciles d'utilisation, de présenter clairement la qualité globale de l'air et les zones d'effets des polluants, d'établir des constats d'impacts en comparant les situations avant et après installation du projet, .... Néanmoins, ces méthodes sont limités aux différences écologiques régionales des peuplements lichéniques. De plus les résultats obtenus ne mettent pas clairement les corrélations avec le ou les polluants concernés.







5. Critiques et synthèse sur ces approches biologiques





1. Avantages et inconvénients généraux des approches biologiques



Les approches biologiques peuvent offrir des moyens afin de répondre à la plupart des interrogations liées à la qualité des ressources et des milieux naturels (quoi, où, quand, depuis quand?) mais elles ne peuvent pas donner des informations quant aux flux de polluants transportés.



Leurs principaux avantages sont :



-	leur intégration spatiale et temporelle des conditions du milieu, alors que la plupart des analyses chimiques restent ponctuelles (la réalisation d'une seule récolte de diatomées parait suffisante pour intégrer les variations annuelles de la qualité des eaux);

-	leur sensibilité à la pollution parfois inférieure à celles de certains appareils;

-	leur amplification des signaux (bioaccumulation, bioamplification) mais cet avantage restera délicat à utiliser dans des objectifs d'évaluation des risques pour la santé humaine;

-	leur possibilité de répondre en temps réel, in situ ou en dérivation;

-	leur bon rapport qualité/coût.



Leurs principaux inconvénients sont :



-	leur difficulté de normalisation notamment à l'échelle globale (à l'exception des bioessais);

-	leur caractère en général intégratif qui ne permet pas l'identification du polluant précis de l'altération du milieu;

-	leur expression souvent semiquantitative (indices) voire qualitative.





2. Représentativités des approches biologiques



Tous les bioindicateurs n'ont pas la même pertinence écologique ou toxicologique, ni le même temps de réponse, ni la même spécificité, ni le même caractère prédictif. La figure 2 présente la position des trois grands types de bioindicateurs dans le plan "représentativité-temps de réponse".



2.1. Pertinence écologique et écotoxicologique des différents bioindicateurs présentés



Sur le plan toxicologique, les biomarqueurs sont généralement excellents : leur détermination est rapide, ils sont spécifiques d'un type de polluants et constituent des systèmes d'alerte précoce. En revanche, on peut leur reprocher leur faible pertinence écologique et leur insuffisance en tant que moyen prévisionnel d'impact.



Les bioessais, de par leur extrême diversité, occupent une position centrale sur les axes représentativité - temps de réponse. Concernant  les bioessais, l'Institut National de Santé Publique et de Protection de l'Environnement aux Pays-Bas a élaboré récemment une évaluation comparative de l'applicabilité de certaines méthodes de biomonitoring (de Zwart, 1995). Selon les auteurs, un bioessai optimal devrait répondre à un certain nombre d'exigences scientifiques, techniques et administratives dont :

-	la pertinence environnementale : l'effet observé (la variable biologique) devrait avoir un lien avec le problème environnemental identifié;

-	la pertinence écologique : la variable mesurée ne devrait pas seulement être reliée aux impacts sur les individus (mortalité, croissance, ...), mais également aux effets sur les populations, les communautés et les écosystèmes;

-	la spécificité pour une espèce : l'espèce utilisée est de préférence représentative pour d'autres espèces;

-	la spécificité pour une cause d'effet : l'effet observé devrait fournir des informations sur la relation de cause à effet.

-	aspects quantitatifs : l'intensité de l'effet observé devrait être reliée à l'intensité du stress;

-	la gamme de réponse : la gamme des intensités de stress qui permettent l'observation d'un effet quantifiable devrait être assez large;

-	le rapport signal/bruit de fond : afin de pouvoir distinguer entre effets causés par un stress et des fluctuations dues au hasard, la variabilité devrait être faible;

-	la standardisation : la méthode utilisée devrait être standardisée (condition nécessaire pour une bonne reproductibilité des résultats)

-	...



Il est clair que le bioessai optimal n'existe pas. Aucune méthode actuelle est très performante pour tous ces critères et certaines exigences sont mêmes mutuellement exclusives (par ex. il est généralement admis que des biotests à pertinence écologique élevée présentent souvent des sensibilités et spécificités faibles). Les biotests ne fournissent pas la vérité absolue sur la toxicité d'un effluent ou d'une substance chimique, mais ils servent à dépister un danger existant et des impacts potentiels. L'utilisation des bioessais comme garde-fou des impacts causés par le déversement de toxiques dans le milieu naturel reste donc utile et nécessaire, malgré le fait que leur emploi soit critiquable sur plusieurs points de vue.



Les indicateurs biologiques reposant sur la structure de l'édifice biologique ont une forte signification écologique mais sont généralement peu spécifiques d'un type d'impact. Les indices biotiques utilisés dans les eaux de surface, par exemple, sont cependant d'excellents instruments d'évaluation des conséquences des modifications physiques de l'habitat aquatique.



2.2. Représentativité spatio-temporelle



La représentativité temporelle des méthodes biologiques est très variable et elle n'est pas toujours clairement présentée par ses concepteurs. Les biocapteurs in situ répondent en temps réel mais quelle est la significativité de la réponse donnée par des indicateurs biochimiques, selon le type d'organisme utilisé? Un test de toxicité donne une réponse sur un échantillon ponctuel à l'instant du prélèvement. Les indicateurs biologiques basés sur les invertébrés benthiques, par exemple, fournissent une indication de la qualité du milieu prise en été mais qui intègre une période de quelques semaines à quelques mois. 



La représentativité spatiale est, elle aussi, très variable. Les invertébrés benthiques, par exemple, fournissent une information liée au substrat et surtout aux eaux interstitielles dont la contamination, en particulier pour les micro-polluants varie d'une station à l'autre.



�Figure n°2 : Position des 3 grands types de bioindicateurs dans le plan "représentativité-temps de réponse" (Khalanski & Souchon, 1994).
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6. Quelques exemples d'applications actuelles ou projetées de méthodes écotoxicologiques au niveau de la Communauté Européenne et de quelques pays frontaliers 









Dans le domaine de la pollution des eaux de surface, il n'existe pas encore au niveau de l'Union Européenne une directive qui prescrit l'évaluation écotoxicologique des impacts d'eaux usées sur l'environnement. Par contre, il existe une directive européenne qui prend en compte des aspects de toxicité chronique de substances pour l'environnement aquatique : la directive CEE/76/464 - et ses nombreuses directives filles - fixe, pour certains micropolluants des normes d'émission et d'immission. Ces normes sont basées sur les caractéristiques de persistance, de bioaccumulation et de toxicité, mais la valeur de ces limites est du type physique et chimique. Actuellement, une dizaine de micropolluants parmi les 129 polluants prioritaires sont réglementés au niveau européen quant à leurs concentrations limites dans les effluents et le milieu naturel.



Cette démarche normative par substance spécifique a ses limites et ne permet pas réellement, comme nous l'avons mentionné dans le début de ce document, de caractériser les effets écotoxicologiques d'un rejet liquide souvent composé d'un "mélange interactif" de composés plus ou moins toxiques. Toutefois, plusieurs événements récents semblent indiquer une évolution de la situation actuelle en ce qui concerne la prise en compte de méthodes biologiques (proposition de directive relative à la "Qualité écologique des Eaux" visant à moyen terme une harmonisation des méthodes de biomonitoring au niveau européen, appel d'offre de l'Unité de Standardisation de la Commission Européenne relatif à "l'évaluation de la toxicité directe d'effluents industriels déversés dans le réseau public, ....). 



Au niveau national, certains pays de la CEE ont déjà intégré des méthodes écotoxicologiques dans leurs stratégies de contrôles des effluents. Ainsi, en Allemagne, des exigences minima en matière de toxicité des effluents ont été mises en place dans les autorisations de déversement. Ces exigences étaient traditionnellement basées sur les résultats obtenus à l'aide d'un biotest poisson (Leuciscus idus melanotus). Les critères de toxicité inclus dans ces exigences minima se traduisent par le nombre maximal de fois qu'un effluent doit être dilué pour produire un effet donné ("Giftfaktor" ou facteur de toxicité). Actuellement, un certain nombre d'autres bioessais est également utilisé ou en phase de normalisation.



En France, un test de toxicité aiguë (Daphnia magna) est utilisé de manière routinière. D'autres méthodes notamment le Microtox, le test d'algues et le test d'Ames sont utilisés de manière ciblée pour la surveillance des effluents d'industries spécifiques.



Aux Pays-Bas, le contrôle des pollutions industrielles est fondé sur le principe de prévention. L'objectif est la réduction des pollutions à la source, via des autorisations de déversement. Pour une dizaine d'entreprises fortement polluantes (fabrication de substances chimiques et pharmaceutiques), des critères de toxicité (toxicité totale de l'effluent) ont été intégrés dans les autorisations. Même si le système en vigueur est principalement basé sur une approche spécifique par substance chimique, des études actuelles se focalisent sur la mise en place d'une méthodologie pour "l'évaluation de l'impact total des effluents industriels sur l'environnement", qui, dans un avenir proche, complétera les autorisations de déversement par des critères écotoxicologiques.





Dans l'étude des sites contaminés, des approches méthodologiques ont été développées faisant appel à des tests d'écotoxicité sur des échantillons de sols (Lombrics, végétaux) et de lixiviats. Cette approche en amont de l'étude est compléter, en cas de mise en évidence de toxicité positive, d'analyses chimiques spécifiques afin de définir le procédé adéquat de réhabilitation du site pollué.



Les exemples d'application ou d'intention mentionnés dans les domaines de l'étude des pollutions des eaux ou du sol montrent bien les "tendances évolutionnistes" actuelles vers plus de méthodes écotoxicologiques dans l'approche des impacts des rejets (industriels) sur l'environnement. Ces méthodes existent déjà ou sont en cours d'expérimentation et de normalisation.



Il n'est pas illusoire de penser que, dans un avenir relativement proche, cette approche écotoxicologique soit intégrée dans le cadre législatif de la Région wallonne. Les EIE devant contrôler le respect des normes et autorisations fixés pour un projet, il nous paraissait utile de présenter succinctement les objectifs et principes généraux de ces méthodes biologiques qui, pour certaines, sont déjà utilisées dans les EIE (indices biotiques par exemple). 



�Lexique 





Autoécologie : sous-discipline de l'écologie concernant l'étude des individus pris isolément dans leur milieu, en particulier l'action des facteurs écologiques sur les organismes.



Bioaccumulation : phénomène par lequel une substance, présente dans un biotope, pénètre dans un organisme même si elle n'a aucun rôle métabolique, voire si elle est toxique à ce dernier.



Bioamplification : phénomène par lequel une substance naturelle ou un contaminant présent dans un biotope connaît un accroissement de sa concentration au fur et à mesure qu'il circule vers les maillons supérieurs d'un réseau trophique.



Biocénotique : adjectif relatif à une biocénose : totalité des êtres vivants qui peuplent un écosystème donné.



Bryophyte : groupe de cryptogames constitué par l'ensemble des mousses et des hépathiques.



Faune benthique : faune inféodée à la couche d'eau immédiatement en contact avec le substrat, la surface de ce dernier et les sédiments.



Gamétogénèse : stade de formation des gamètes (cellules mâles et femelles dont la fusion conduit à la formation de l'oeuf).



Génotoxicité : toxicité des modalités et des mécanismes par lesquels sont transmis les caractères héréditaires (modification du génome, ...)



Niche écologique : place et spécialisation d'une espèce à l'intérieur d'un peuplement.



Peuplement : désigne l'ensemble des populations des espèces appartenant souvent à un même groupe taxonomique et qui présentent une écologie semblable et occupent le même habitat.



Sténoécie : propriété caractérisant les niches écologiques étroites.



Synécologie : domaine de l'écologie dont l'objet est l'étude des écosystèmes et des systèmes écologiques d'ordre supérieur, y compris, selon certaines définitions, la biosphère dans son ensemble.



Synergie : désigne en écotoxicologie le fait que deux contaminants présents simultanément dans un même biotope ajoutent leur action toxique pour les espèces polluosensibles.



Taxon : groupe systématique de rang varié constitué par l'ensemble des entités qui répondent à des caractéristiques communes.
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