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Résumé :

En Afrique, la contamination des zones humides par les métaux et les pesticides va se
poursuivre durablement. Pour autant, le statut toxicologique de ces milieux reste trop peu
documenté. Le but du présent travail est d’estimer la valeur du varan du Nil (Varanus
niloticus) en tant qu’espéce sentinelle pour la contamination des zones humides
continentales d’Afrique sub-Saharienne. Plomb, cadmium, et pesticides organochlorés et
organophosphorés ont été quantifiés, par spectrométrie d’absorption atomique et
chromatographie gazeuse (respectivement), dans plusieurs tissus provenant de 71
spécimens issus de quatre sites (au Mali et au Niger) jugés a priori inégalement contaminés.
Bien que des différences claires apparaissent, la contamination environnementale s’avere
modérée sur les quatre sites, et ne semble pas constituer un risque notable pour les varans
ni pour les humains qui s’en nourrissent occasionnellement. Toutefois la variabilité
interindividuelle est importante. Les organotropismes des polluants détectés sont cohérents
avec ceux préalablement décrits. Si I’'on n’a pu mettre en évidence de différence liée au sexe
en ce qui concerne les pesticides, les femelles présentaient des charges en métaux
supérieures. La relation entre d’autres facteurs (taille, proportion de graisse) et les
concentrations tissulaires a également été considérée. Les varans sont susceptibles de
révéler des différences subtiles de contamination environnementale entre sites, et la
résolution spatiale de I'outil semble trés fine. La possibilité pratique d’utiliser cet indicateur
se trouve donc validée. Un travail expérimental sur des varans captifs a par ailleurs été mené

pour approfondir I'étude.

Mots Clés :

Espece sentinelle ; Plomb; Cadmium; Organochlorés; Organophosphorés; Pesticides

obsoletes ; Zones humides ; Afrique ; Squamata
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The Nile monitor (Varanus niloticus), an indicator species for pollution in sub-Saharan

wetlands

Abstract:

In Africa, metal and pesticide contamination of wetlands is supposed to continue on a
permanent basis. However, the ecotoxicological status of these ecosystems remains poorly
documented. The aim of the present work is to assess the value of the Nile monitor (Varanus
niloticus) as a sentinel species for the environmental contamination of continental wetlands
in sub-Saharan Africa. Lead and cadmium on the one hand, and organochlorine and
organophosphate pesticides on the other, have been quantified in several tissues by atomic
absorption spectrophotometry and gas chromatography, respectively. Samples come from
71 specimens originating from four sites considered unequally contaminated (in Mali and
Niger). Although clear differences appear between sites, the environmental contamination
turns out to be moderate at the four sites, and does not seem to represent a significant risk
neither for the monitors themselves, nor for occasional human consumers. However, the
interindividual variability is important. The organotropisms relative to the detected
pollutants are consistent with those described in previous studies. Concerning the pesticides,
no gender effect has been found, whereas females were more contaminated by metals. The
relation between other factors (size, proportion of fat) and tissue concentrations has been
considered too. Nile monitors can reveal subtle differences in local pollution and the spatial
resolution of this tool seems to be very sharp. Its practical relevance is thus validated.
Additionally, an experimental work has been carried out on captive monitors to go into the

subject in greater depth.

Keywords:

Sentinel species; Lead; Cadmium; Organochlorines; Organophosphates; Obsolete pesticides;

Wetland; Africa; Squamata
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PROBLEMATIQUE GENERALE

Les zones humides continentales sont d’'une importance capitale pour la conservation
de la biodiversité, dans la mesure ou elles constituent des milieux privilégiés pour
I’alimentation, la reproduction et les migrations de nombreuses especes animales. Elles
présentent aussi une grande importance pour les populations humaines qui y vivent ou en
tirent leurs ressources (Ramsar Convention, 1971; Bronmark et Hansson, 2002). La
contamination de ces milieux par des polluants environnementaux, capables d’affecter les
communautés écologiques et d’altérer la qualité et le fonctionnement des écosystemes

(Ramade, 2010), est donc un sujet d'importance majeure.

Les métaux et les pesticides organochlorés sont les principaux contaminants des
zones humides continentales. Dans un passé récent, cette pollution environnementale était
globalement moins élevée en Afrique que dans les pays dits « du nord ». Cependant, en
raison d’un développement économique rapide, de l'industrialisation et de I'urbanisation
croissantes, le statut écologique des zones humides continentales africaines est fortement
compromis (Biney et al., 1994 ; Bronmark and Hansson, 2002 ; Calamari, 1985 ; N’Riagu,
1992 ; Karlsson, 2002 ; Lacher and Goldstein, 1997). Aujourd’hui, il apparait qu’en de
nombreux endroits d’Afrique les niveaux de contamination par les métaux de I'eau, des
sédiments, des sols, des plantes, des animaux et/ou des étres humains (voir I'article de
synthése de Yabe et al, 2010) sont bien supérieurs aux maxima fixés par des organisations
internationales (telles que 'ONUAA et 'OMS) ou I'Union Européenne (CE, 2001, 2005 ;
ONUAA, 2003, 2004 ; OMS, 1994). Des études prévisionnelles indiquent que, sous les

latitudes tropicales (de 25° N a 25° S), la menace que ces contaminants représentent
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continuera a augmenter pendant encore au moins une quinzaine d’années (Bronmark et

Hansson, 2002).

Depuis plus d’'un demi-siecle, I'agriculture a largement recours aux pesticides dans les
pays développés. En Afrique, le remplacement progressif de variétés végétales
traditionnelles par des cultures a haut rendement qui produisent davantage mais sont moins
résistantes aux maladies, parasites et ravageurs, a également imposé leur usage. En raison
de I'accroissement rapide de la démographie que connaissent de nombreux pays africains, et
des besoins alimentaires qui lui sont associés, les cultures vivriéres, elles aussi, recoivent
fréguemment des traitements phytosanitaires. Cet essor démographique, I'augmentation
continue de la superficie relative des terres agricoles, ainsi que le développement des
entreprises commerciales en lien avec I'agriculture, sont autant de raisons qui suggérent
gue, comme dans les autres régions en développement, I'usage des pesticides en Afrique va

augmenter encore dans les années a venir (Lacher et Goldstein, 1997).

En dépit de ces constats, le statut sanitaire des zones humides africaines, et
particulierement leur statut toxicologique, demeure insuffisamment documenté (Karlsson,
2002 ; Karlsson et al.,, 2007 ; Lacher et Goldstein, 1997). Par ailleurs, de nombreuses
populations locales sont considérées « a risque ». En effet, un environnement naturellement
poussiéreux, un mode de vie plutot extérieur, des habitations de type ouvert, I'implantation
des industries et des habitations aux mémes endroits, la rareté des équipements de
protection disponibles pour les utilisateurs de produits dangereux, une proportion
importante d’enfants et de femmes enceintes dans la population, le tout aggravé par un
statut nutritionnel parfois déficient, sont autant de facteurs qui tendent a accroitre

I’exposition ou la susceptibilité de ces populations aux polluants environnementaux (N’riagu,
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1992). En outre, il est encore fréquent que les rivieres et plans d’eau en Afrique sub-
saharienne soient utilisés sans traitement pour la cuisine et I'eau de boisson. Enfin,
I'installation de cultures maraichéres sur les sites de décharge (souvent plus riches en
matiéres organiques) constitue un danger supplémentaire considérable (Agyarko et al.,

2010 ; Odai et al., 2008).

Pour autant, il n’existe pas d’outil simple qui soit a la fois utilisable dans les
conditions et avec les moyens correspondant a I’Afrique sub-saharienne, applicable d’un
pays a un autre sans ajustement méthodologique majeur, et enfin, capable de fournir une
image précise, tant qualitative (nature des contaminants) que quantitative (concentration
relative), de la pollution locale. Les retombées de la mise au point d’un tel outil seraient
potentiellement considérables. A titre d’exemple, son emploi pourrait autoriser le suivi, par
les autorités des pays concernés, des conséquences de |'établissement de nouvelles activités
industrielles (extraction ou raffinage du pétrole, mines, etc.), de la construction de nouvelles
infrastructures routiéres, ou encore du développement de nouveaux sites d’exploitation

agricole.

Il parait essentiel d’envisager en premier lieu les polluants qui présentent les risques
les plus considérables, c'est-a-dire ceux que peuvent absorber les étres vivants. Pour
conduire a ce résultat et traduire ainsi la pollution des zones humides en termes de
biodisponibilité des contaminants environnementaux, le parti le plus pertinent correspond
au choix d’un animal-sentinelle. La définition de ce terme est sujette a controverse.
Historiquement ce dernier renvoie a une espéce treés sensible a une pollution (dont la mort,
par conséquent précoce, permet de donner l'alerte avant que les autres étres vivants

potentiellement exposés soient affectés). Toutefois, nous opterons pour la définition qu’en
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donne Beeby (2001). Selon cet auteur, une espeéce sentinelle (ou accumulatrice) indique la
part biodisponible des contaminants dans un écosystéme par la concentration des polluants
accumulés dans ses tissus. |l convient ainsi de distinguer la notion d’espéece sentinelle de
celle d’espéce indicatrice (« monitor species » ou « indicator species » dans I'article original
de Beeby évoqué précédemment) qui informe sur le niveau de la contamination
environnementale par sa présence ou son absence, son abondance, ou encore par
I'altération des caractéristiques physiologiques de ses représentants (voir par exemple les
travaux de Lambert, 2005). Cette derniére démarche, si elle s’intéresse aux effets des
contaminants environnementaux sur les individus et les populations, ne donne en aucun cas
d’indication sur la nature des polluants en présence et la proportion biodisponible de

chacun. En ce qui concerne le présent travail, il s’agit donc bien d’une espece sentinelle.

Le choix de cette espéce doit s’effectuer en fonction d’un certain nombre d’exigences
qui, toutes, s’averent indispensables a I'utilité pratique d’un tel outil. En premier lieu cet
animal doit présenter de forts risques de constituer 'un des éléments les plus contaminés
d’un réseau trophique. La bioaccumulation correspond a I'accumulation d’un contaminant
dans un organisme particulier a partir de son environnement : il s’agit d’un processus
largement dépendant de la durée d’exposition, et donc de I'dage ontogénique. La
bioamplification décrit la concentration croissante d’un polluant aux divers niveaux, du plus
basal vers le plus intégratif, d’'une chaine trophique. Considérant ces deux phénomenes,
opter pour un super-prédateur longévive capable d’indiquer a la fois 'accumulation a long
terme des polluants et la contamination des réseaux trophiques a un niveau élevé, s'impose
d’évidence. L'utilisation d’un super-prédateur peut notamment renseigner sur les risques
toxicologiques auxquels les populations humaines sont susceptibles d’étre exposées,

notamment si son régime alimentaire est suffisamment varié pour donner une idée
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synthétique de la pollution locale. Il est par ailleurs nécessaire que cet animal soit sédentaire
et vive sur un territoire de surface peu importante, afin que I'information écotoxicologique
se rapporte a une zone précise et de taille réduite. Il doit étre ubiquiste afin que son
utilisation a large échelle permette des comparaisons régionales. Il est indispensable en
outre que les effectifs de ses populations soient suffisamment importants pour permettre
des prélévements sans risque pour la conservation de I'espéce. Enfin, puisqu’il s’agit ici
d’aborder la question de la pollution des zones humides, ce super-prédateur doit
évidemment présenter un mode de vie amphibie et s’alimenter dans le milieu aquatique ou

aux abords immédiats de celui-ci.

Considérant I'ensemble de ces critéres, I'espéce qui vient le plus naturellement a
I'esprit est le crocodile du Nil (Crocodylus niloticus). Chez les crocodiliens, les études
écotoxicologiques les plus nombreuses portent sur |'alligator du Mississipi. Depuis le milieu
des années 1990, un important effort de recherche a été consacré aux perturbations
endocriniennes d’origine environnementale qui affectent les populations de cette espéce
(voir entre autres Crain et al.,, 1997 ; Guillette et al., 2000 ; Milnes et al., 2005). D’autres
travaux ont permis, par ailleurs, le dosage de métaux ou de polluants organiques dans les
tissus de nombreuses autres especes de crocodiliens, notamment Crocodylus porosus, C.
acutus, C. moreletii, Caiman sp. et Paleosuchus sp. En ce qui concerne les crocodiles
africains, I'essentiel du travail a été conduit sur des crocodiles du Nil provenant de sites
d’Afrique orientale et australe : Botswana, Zambie, Zimbabwe, Kenya (Campbell, 2003). Dans
le contexte actuel, ces études font figure d’investigations pionniéeres, mais il n’est nullement
envisageable qu’elles puissent étre généralisées et que |'utilisation des crocodiliens comme
espéce sentinelle devienne routiniere. Bien que Crocodylus niloticus ne soit plus menacé

d’extinction a un échelon global (I'lUCN le classe aujourd’hui dans le groupe « Lower risk /
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Least concern », IUCN, 2010a), de nombreuses populations locales de I'espéce sont toujours
en situation critique. L'espéce est classée en annexe |I/w de la CITES (Convention on the
International Trade in Endagered Species) dans les pays d’Afrique occidentale et centrale
(CITES, 2011), ce qui signifie que les mouvements transfrontaliers de tout ou partie du corps
de spécimens sauvages sont strictement réglementés. De plus, travailler avec des crocodiles
du Nil impligue une organisation logistique et une prise en compte des risques tres
contraignantes et parfois difficiles a mettre en ceuvre sur le terrain. En conséquence,
I"utilisation du crocodile du Nil comme espéce sentinelle pour le suivi de la contamination

des zones humides d’Afrique ne s’avere aujourd’hui ni réaliste, ni souhaitable.

La seconde espéce envisageable comme espéece sentinelle est le varan du Nil
(Varanus niloticus) qui semble bien répondre, point par point, aux exigences du cahier des

charges énumérées ci-dessus.

Le dosage de différentes substances polluantes a déja été réalisé a partir de tissus de
varanidés en diverses régions du monde. Ces études n’avaient pas pour objet la
compréhension des modalités d’accumulation des contaminants dans |'organisme des
varans, et ne témoignaient pas clairement d’une démarche visant a utiliser I'animal comme
espece sentinelle, a I'exception de celle de Berny et al. (2006). Best (1973) a, pour la
premiere fois, recherché des pesticides organochlorés (DDT, DDE, DDD, aldrine, dieldrine,
endrine, HCB, lindane) dans la graisse abdominale de perenties (Varanus giganteus) et de
varans de Gould (V. gouldii) capturés en Australie, soit sur des zones reculées peu affectée
par le développement anthropique, soit sur des zones développées, autour de villes
importantes. Les varans capturés (quatre individus seulement) présentaient des niveaux de

pesticides organochlorés bas mais apparemment différents d’'une zone a 'autre. Ce résultat
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mettait déja en lumiére le potentiel de ces animaux en tant qu’espéces sentinelles.
Yoshinaga et al. (1992) ont abordé la question de la bioamplification de divers éléments en
étudiant la corrélation entre les concentrations de ces éléments dans de nombreuses
espéces animales de Papouasie-Nouvelle-Guinée et le niveau trophique de celles-ci. Le
muscle de varan (d’espéce non précisée) ne contenait que des doses infinitésimales des
éléments potentiellement dangereux. Lance (1995) s’est, lui, intéressé aux concentrations
plasmatiques de zinc sur un grand nombre de taxons de reptiles. Des dosages ont
notamment été réalisés sur 8 espéces de varans (V. salvadori, V. acanthurus, V.
exanthematicus, V. grayi, V. prasinus, V. albigularis, V. indicus et V. komodoensis). Les
résultats étaient globalement cohérents avec les valeurs de la concentration plasmatique en
zinc chez les tortues et les serpents inclus dans la méme étude. Plus récemment, afin de
déterminer des valeurs de référence pour le Vietham, Boman et al. (2001) ont recherché
dans un large échantillon (réunissant 17 espéces animales de ce pays) 13 métaux et
métalloides, dont le plomb. Les dosages ont été réalisés dans divers tissus : muscle, foie,
testicules, et ceufs, mais pas pour la totalité des 13 éléments. Des niveaux de plomb
étonnamment élevés (14 pg.g' de matiere fraiche) ont été quantifiés dans les muscles
(musculature épiaxiale ou membres pelviens) d’individus de V. salvator qui se comportaient
normalement et étaient visiblement en bonne santé. Les auteurs ont souligné I'importante
variabilité des résultats entre, d’une part, les espéces étudiées, et d’autre part, les tissus
d’'un méme individu. En 2006, Berny et al. ont pour la premiére fois utilisé la graisse
abdominale de varans du Nil capturés au Tchad pour évaluer la contamination
environnementale par 10 composés organochlorés (HCB, HCHa, HCHB, HCHy [lindane],
heptachlor, aldrine/dieldrine, DDT total, endrine, chlordane et endosulfan). Ce travail a

conduit a la conclusion que le varan du Nil était utilisable pour détecter une différence de
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contamination environnementale entre deux régions, méme si celle-ci est minime. Il a attiré
I'attention sur le fait que les males et les femelles pouvaient accumuler de facon
différentielle certains polluants environnementaux, a confirmé que la variabilité
interindividuelle était considérable, et a posé les bases de l'utilisation du varan du Nil

comme espece sentinelle en exposant déja ses principales caractéristiques.

Des études sur la contamination des tissus ont été conduites chez d’autres espéces
de squamates (voir les articles de synthése de Campbell et Campbell de 2000 et 2001, sur les
lézards et les serpents, respectivement), mais elles présentaient I'inconvénient majeur de ne
pas concerner des prédateurs situés a l'apex des chaines alimentaires ; les animaux
impliqués risquaient ainsi fortement de ne pas traduire la contamination maximale de celles-

Ci.

L'utilisation du varan du Nil en tant gu’espéce sentinelle apparait d’autant plus
pertinente que ce reptile figure parmi les espéces de faune sauvage les plus régulierement
consommées par ’homme dans toute I’Afrique sub-saharienne (Buffrénil, 1993 ; Buffrénil et
al.,, 1994 ; Buffrénil et Hémery, 2002, 2007a, b). Si les risques biologiques associés a la
consommation de viande de brousse ont déja été étudiés (Magnino et al., 2009), trés peu de
choses sont connues sur sa charge toxicologique. Les caractéristiques biologiques et
écologiques du varan du Nil, de méme que I'exploitation qu’il subit, I'état de ses populations
et le niveau de protection dont il bénéficie, sont décrits plus en détail dans les chapitres

suivants.

OBIJECTIFS
Le but de ce travail est de déterminer la valeur de Varanus niloticus en tant
gu’espece sentinelle généraliste pour I’évaluation de la contamination environnementale
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dans les zones humides d’Afrique sub-saharienne. On s’attachera ici a préciser dans quelle
mesure cette espéce peut étre employée pour caractériser la pollution par certains métaux

et certains pesticides.

A cette fin, nous formulons les hypothéses suivantes :

- Le varan du Nil peut renfermer dans ses tissus, a des concentrations variables, une

grande diversité de polluants présents dans son environnement ;

- Le varan du Nil n’est pas séverement affecté, au niveau individuel, par I'exposition
aux polluants présents dans son environnement (et notamment dans son

alimentation), méme a trés fortes doses ;

- Le varan du Nil est capable de bioaccumuler les polluants environnementaux ; par
conséquent, certains traits d’histoire de vie, notamment I'dge individuel, peuvent

avoir une influence sur les concentrations des polluants observés ;

- La capacité des divers tissus des varans a accumuler les polluants est inégale. Pour
chacune des substances recherchées, il est donc probable qu’un tissu particulier — qui
devra étre désigné parmi les tissus-cibles — présentera plus d’avantages que les

autres pour les dosages ;

- Les dosages de polluants dans les tissus du varan du Nil peuvent révéler les
différences de contamination environnementale qui existeraient entre plusieurs

sites, méme faiblement contaminés.

Afin d’évaluer les hypotheses présentées ci-dessus, la démarche suivante a été adoptée.
Nous avons choisi de concentrer I'effort de travail sur deux grands groupes de contaminants

environnementaux : les métaux et les pesticides. Parmi ces groupes, nous nous sommes
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intéressés a deux métaux, le plomb et le cadmium, et a une large gamme de pesticides
appartenant a deux grandes familles: les organochlorés et les organophosphorés. Par
ailleurs, dans le but d’apprécier la finesse de discrimination des dosages réalisés dans les
tissus des varans, nous avons effectué des préléevements d’animaux dans plusieurs régions,

dont les profils de contamination étaient supposés différents.

Dans le but de préciser le schéma d’accumulation des polluants dans I'organisme des varans,
nous avons prélevé un nombre important de tissus. De plus, pour avoir un apercu de
I'influence des traits d’histoire de vie des varans du Nil sur les modalités de leur
contamination et le niveau de celle-ci, des individus présentant des caractéristiques

individuelles différentes (en premier lieu, sexe et taille) ont été inclus dans I’échantillon.

Les résultats des travaux menés sur les varans du Nil prélevés dans le milieu naturel ont levé
un certain nombre d’interrogations. Pour y répondre, une étude complémentaire a été mise
en ceuvre en conditions contrélées. Cette étude expérimentale a impliqué une autre espece
de varan, le varan de savane (V. exanthematicus). La situation idéale nous e(t été de
disposer d’un lot satisfaisant de varans du Nil. Cette situation ne s’est pas présentée, et la
décision de travailler avec une espece différente, avec toutes les précautions qu’exige la
transposition de résultats d’une espéece a une autre, a tout de méme été prise. Les varans
captifs ont été exposés par voie alimentaire a un mélange de trois substances : un métal, le
plomb, et deux pesticides, le DDT (un organochloré) et le chlorpyrifos-éthyle (ou CPF, un
organophosphoré). On s’est attaché a vérifier si les varans de savane absorbaient et
accumulaient les contaminants évoqués ci-avant et s’ils pouvaient survivre aux doses
administrées. Par ailleurs, I'effort a aussi porté sur la recherche de tissus qui pourraient faire

office d’indicateurs de la contamination de I'organisme sans que leur prélevement implique
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la mort des animaux. Ces tissus ont été appelés dans la suite de ce manuscrit indices non
destructeurs (ou IND). Enfin, nous avons cherché a savoir si la répartition des polluants dans
I'organisme des varans était la méme lorsqu’ils sont exposés a des quantités modérées ou

importantes de contaminants.
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MATERIELS ET METHODES
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GENERALITES SUR LES VARANS

Systématique — Les varans sont des |ézards. Ainsi, et pour se placer du point de vue de la
systématique, ce sont, comme les mammiféres, des amniotes. Mais la présence d’une quille
ventrale sous les vertebres (I’hypapophyse), I'existence de muscles striés dans l'iris et le fait
gu’ils produisent de I'acide ornithurique, les situent (avec les chéloniens, les archosauriens
et les autres Iépidosauriens) dans la classe des sauropsides. Au sein de la sous-classe des
diapsides (qui présentent deux fosses temporales et une grande fenétre sous-orbitaire a
ouverture palatale, entre autres caracteres dérivés propres), ils difféerent des oiseaux et des
crocodiliens (seuls représentants actuels des archosauriens) par la fusion de |’astragale et du
calcanéum, et la disparition de I'os central et des tarsiens distaux 1 et 5, ce qui les place dans
I'infra-classe des l|épidosauriens. Ce taxon est représenté aujourd’hui par le genre
sphénodon (seul représentant actuel des Rhynchocéphales), et par les squamates (Iézards et
serpents) qui se caractérisent, d’une part, par I'ouverture vers le bas de la fosse temporale
inférieure (disparition de la barre jugal-quadratojugal) et, d’autre part, par la mobilité de I'os
carré sur lequel vient s’articuler la mandibule. Les varans appartiennent a la grande
subdivision des scléroglosses (par opposition aux iguanes), au groupe des autarchoglosses
(par opposition aux geckos sensu lato), aux anguimorphes (par opposition aux lézards
« classiques » que sont les Lacertoidea et les Scincoidea) et forment finalement, avec leurs

proches parents les hélodermes, les lanthanotidés et les serpents, la superfamille des

Varanoidea (voir le cladogramme des Squamata, Figure 1).

Le mot reptile ne recouvrant pas un groupe naturel (mais paraphylétique), c’est le terme
sauropside qui devrait en toute rigueur étre employé. Ce dernier représente I'ensemble des

amniotes, a I'exception des mammiferes. Autrement dit, il regroupe les taxons que I'on place
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traditionnellement sous le vocable de reptile (tortues, |ézards et serpents, sphénodons, et
crocodiliens), plus les oiseaux. Le fait que le terme reptile exclue les oiseaux lui confére une
utilité pratique indéniable ; par conséquent, son emploi sera parfois maintenu dans ce

manuscrit (Lecointre et Le Guyader, 2007).
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Figure 1 : Cladogramme des Squamata

Biogéographie et présentation des varanidés — Les Varanidae apparaissent a la fin du
mésozoique (vers 70 MA) en Laurasie, pour se répandre au Tertiaire en Afrique et en
Océanie (Molnar et Pianka, 2004). Le plus ancien fossile attribuable avec certitude au genre
Varanus (espéce non nommée) date de I'Eocéne supérieur (37 MA) ; a cette époque le genre
est déja établi en Afrique dans la région du Fayoum, en Egypte (Holmes et al., 2010 ; Smith
et al., 2008). Tous varanidés actuels appartiennent au genre Varanus, qui représente un

clade, c’est a dire un groupe d’organismes constitué d’un ancétre et de tous ses descendants
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(Vitt et Caldwell, 2009). Le groupe comprend 73 especes reconnues et 21 sous-especes
(Koch et al., 2010 ; Bohme, 2003 ; Pianka et King, 2004) inégalement réparties en nombre de
représentants entre I'Afrique, le Moyen-Orient, I’Asie et I'Océanie. (BOhme, 2003 ; Bayless,
2002). Les espéces actuelles de varans se répartissent en trois radiations
phylogénétiquement cohérentes : les radiations africaine, asiatique et australienne (voir la
carte de l'aire de répartition du genre Varanus, Figure 2). La radiation africaine (Figure 3 a a
e) est supposée basale et forme le groupe frére de tous les autres varans actuels. Elle
regroupe non seulement tous les varans strictement africains (cinq espéces dont le varan du
Nil), mais aussi V. yemenensis, du Yémen, espéce considérée comme proche de V.

albigularis, le varan de savane de I'est africain.

Figure 2 : Aire de répartition du genre Varanus

(Hachures : radiation africaine ; Noir : radiation asiatique ; Grisé : radiation australienne)
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Figure 3 : Les varans africains (V. niloticus n’est pas présenté sur ces clichés).
a: V. yemenensis; b : V. albigularis ; c : V. griseus ; d : V. ornatus ; e : jeune

V. exanthematicus. NB : V. yemenensis ne fait pas partie de la radiation africaine
38




Morphologie et taille — Au-dela de spectaculaires différences de taille, les varanidés
présentent une homogénéité morphologique évidente. Ce sont des quadrupédes au corps
allongé et fusiforme, avec une queue puissante de longueur approximativement égale a celle
du corps et des membres robustes, munis de griffes acérées utilisées pour fouir ou grimper.
La marche s’effectue avec le corps dressé au dessus du sol, bien que les membres soient
transversaux. La langue des varans est bifide et protractile; elle assure des fonctions

olfactives et gustatives (Buffrénil, 1998 ; King et Green, 1993) (voir Figure 4 a a d).

Figure 4 : Attributs physiques des varans. a : la queue représente au moins la moitié du corps
(jeune V. albigularis) ; b : marche dressée chez V. komodoensis ;
c : les griffes sont puissantes et acérées ; d : langue bifide et protractile)
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Les varanidés actuels présentent une grande variété de masse corporelle et de taille. La plus
petite espece, V. brevicauda, n’excéde pas 23 cm, queue comprise, pour une masse de 17 g
(Pianka, 1970, 2004) ; la plus grande, V. komodoensis, peut atteindre 300 cm pour une masse
de 130 kg (Auffenberg, 1981 ; Ciofi, 2004 ; Ciofi et de Boer, 2004). Certains représentants de
V. salvadorii seraient de taille supérieure, mais d’un gabarit plus gracile (Horn, 2004). Les
archives fossiles témoignent de [I'existence en Australie d’une espece étroitement
apparentée au varan de Komodo, V. priscus, dont certains individus dépassaient 7 métres
(Erickson et al., 2003 ; Molnar et Pianka, 2004). De tels animaux sont parfois représentés

dans I'art aborigene. La croissance des varans est potentiellement continue, du moins chez

les grandes especes (Buffrénil et al., 2005) (voir Figure 5).

lu

Figure 5 : La taille des varans est extrémement variable.
a : V. brevicauda ; b : V. salvadorii ; ¢ : V. komodoensis

Ecologie — Le mode de vie et I'habitat des varans difféerent grandement entre les espéces. Si
de nombreuses formes sont essentiellement terrestres, la plupart sont également
arboricoles (notamment les juvéniles) ; d’autres semi-aquatiques, ou encore saxicoles. Les
varanidés sont présents dans une grande variété de milieux allant des déserts, steppes et

savanes, jusqu’aux foréts équatoriales denses, aux mangroves et aux zones humides
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continentales. Au-dela de certaines spécialisations, les varans conservent une grande

plasticité écologique (Pianka et King, 2004) (voir Figure 6).

Figure 6 : Les modes de vie des varans sont trés variés,
arboricoles (a), saxicoles (b), aquatiques (c et d)

Ce sont des animaux actifs capables de courir, sauter, grimper, nager, creuser. lls sont
ectothermes et poikilothermes : leur température corporelle dépend de celle du milieu
environnant et varie sur un mode cyclique. Dans les zones ol la température de la nuit est

inférieure a celle du jour, une phase de réchauffement par exposition au rayonnement
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solaire, est nécessaire en début de journée, avant la reprise d’activité. Sa durée est variable.
La masse corporelle des individus a une influence sur l'inertie thermique du corps. Les
varans sont des animaux trés actifs des lors qu’ils ont la possibilité d’élever suffisamment

leur température corporelle (jusqu’a 41,6°C chez V. griseus ; cf. King et Green, 1993).

Ces lézards arpentent leur territoire pendant la journée a la recherche de nourriture, et
n’hésitent pas a approcher les zones habitées par 'homme pour tirer parti des ressources
rendues disponibles par les activités de celui-ci. La trés grande majorité des especes de
varans sont strictement carnivores et peuvent manger toute proie que leur taille leur permet
d’ingérer. Les oeufs (d’oiseaux, de crocodiles, de tortues et d’autres squamates) sont
particulierement appréciés (King et Green, 1993 ; Pianka et King, 2004). Les charognes font
également partie de leur régime alimentaire (Bartlett et Bartlett, 1996), notamment, chez les
espéces sahéliennes, quand les proies se font plus rares lors de la saison seche. Méme si les
varans sont opportunistes, la proportion des différents éléments du régime alimentaire varie
en fonction de I'age et de I'espece en plus de la saison (King et Green, 1993). A ce jour deux
especes seulement ont été décrites comme occasionnellement frugivores : V. olivaceus et V.

mabitang, aux Philippines (Gaulke, 2004 ; Pianka, 2004 ; Reyes et al., 2008).

Les varans sont ovipares : ils déposent leurs ceufs dans des trous creusés a méme le sol
(comblés apres la ponte), dans des cavités naturelles, ou encore dans des termitieres. La
taille des pontes varie d’une espéce a l'autre et dépend de la taille de la femelle et de
I'amplitude des différences saisonnieres locales (Buffrénil et Rimblot-Baly, 1999 ; King et
Green, 1993). Chez les varans qui vivent dans des environnements a forte saisonnalité (cas
du Sahel), la ponte, composées d’ceufs petits mais nombreux, a lieu une fois par an. A

I'inverse, les especes qui vivent dans des environnements plus constants (forestiers par
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exemple) pondent plusieurs fois par an, mais leurs ceufs sont moins nombreux et de taille
plus importante. (cf. Gaulke et Horn, 2004 pour V. salvator et Buffrénil et Rimblot-Baly,

1999 pour V. niloticus).

CARACTERISTIQUES SPECIFIQUES DU VARAN DU NIL

Systématique et biogéographie — Cette espece fait partie de la radiation africaine et, avec V.
ornatus, V. exanthematicus, V. albigularis et V. yemenensis, il compose le sous-genre
Polydaedalus dont il est le représentant le plus largement répandu en Afrique (B6hme, 2003,
Bayless, 2002). Son aire de répartition historique s’étend sur I'ensemble du territoire africain
a I'exception de quatre régions : une zone située grossiérement au nord du 17° paralléle et 3
I'ouest du Nil, I'extrémité orientale de la péninsule somalienne, les déserts de Namibie, du
Botswana et d’Afrique du Sud, enfin, la forét tropicale humide d’Afrique centrale et

occidentale, ou il est remplacé par I'espéce vicariante V. ornatus (voir Figure 7).

Figure 7 : Aires de répartition de V. niloticus (hachures) et de V. exanthematicus (grisé)
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Toutefois dans certaines zones, les derniers rapports d’observations de varans du Nil
peuvent étre trés anciens (cas de la partie nord de la vallée du Nil) (Buffrénil, 1998 ; Bayless,
2002 ; Lenz, 2004). La présence de populations de varans du Nil dans les oasis du nord-Niger
a été signalée. Cette trés large distribution constitue un atout majeur pour l'utilisation de
I'espece en tant que sentinelle, dans la mesure ol elle autorise la perspective de

prélévements comparatifs entre zones éloignées.

Morphologie et taille — V. niloticus est un |ézard au corps élancé dont la coloration de fond
varie du gris-brun au vert-olive, avec des rangées d’ocelles jaune clair sur le dos et des raies
sur les membres, la téte et la queue. Les rangées d’ocelles sont au nombre de six au
minimum, alors que V. ornatus, trés proche en apparence, en possede cing au plus. La partie
ventrale est plus claire. Les jeunes sont en général plus vivement colorés. La peau est
recouverte de petites écailles de forme ovale sur la téte, le dos et les flancs, et plus ou moins
rectangulaire sur la partie ventrale. Leur nombre varie de 136 a 183 par rangée transversale
au milieu du corps. La queue du varan du Nil est relativement longue : 1,5 fois environ la
longueur museau-cloaque. Elle présente un aplatissement latéral caractéristique dont
résulte une créte dorsale dans sa moitié distale. Il s’agit d’'une adaptation morphologique
facilitant les déplacements dans I'eau (Buffrénil, 1998 ; Lenz, 2004). L’espéece est facilement
reconnaissable et, si I'on prend garde au nombre de rangées dorsales d’ocelles, la confusion
avec une autre espéce est impossible (voir Figure 8 pour I'apparence générale de V. niloticus,

et Figure 9 pour sa morphologie détaillée).
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Figure 8 : Apparence générale de V. niloticus




Figure 9 : Rangées d’ocelles dorsales, membres, queue et créte caudale de V. niloticus

46 (marquage individuel possible en réalisant une encoche dans cette derniére)



Le varan du Nil peut atteindre une taille considérable : un individu de 242 cm de longueur
totale pour 30 kg a été capturé en Afrique du Sud (Haacke, 1995). Les travaux de Buffrénil et
al. (1994), sur des individus du Lac Tchad, ont montré que, dans cette population, les males
atteignent leur longueur asymptotique (207 cm) vers I’'age de 9 ans et les femelles (155 cm)
vers 6 ans. Les males adultes sont donc plus grands que les femelles de 30% environ. La
pression d’exploitation par I’homme peut cependant modifier ces caractéristiques (Buffrénil
et Hémery, 2002 ; Buffrénil et Hémery, 2007a, b). Il n’existe pas de dimorphisme sexuel
évident portant sur la forme ou les proportions du corps. La grande taille de V. niloticus est
un avantage non négligeable : elle permet en effet le prélevement de quantités importantes

de tissus pour procéder a de nombreuses analyses.

Mode de vie et habitat — Le varan du Nil est amphibie. On le trouve dans tous les sites ou
I’eau est présente au moins saisonnierement : lacs, mares, marécages, marigots, fleuves, etc.
Il se rencontre également en eau saumatre, dans les mangroves cétieres. Cette ubiquité
rend possible son utilisation en tant qu’espéce sentinelle dans tous les types de zones
humides continentales. L'espece est écologiquement trés représentative de ces zones car

elle est rarement présente a plus d’'une centaine de meétres de I'eau (Lenz, 2004).

Régime alimentaire — Le varan du Nil est un carnivore strict, opportuniste, qui s’alimente
aussi bien sur les berges que dans 'eau. L'exposition aux contaminants a laquelle il est
soumis se rapporte donc a I’ensemble de la zone humide ou il évolue, non pas seulement a
I'un de ses compartiments. Son régime alimentaire est initialement constitué d’arthropodes,
d’annélides, de mollusques et d’amphibiens, mais a mesure qu’il grandit, d’autres proies
sont ajoutées progressivement, telles que poissons, autres reptiles, oiseaux et petits

mammiféres. Comme de nombreux autres varans, V. niloticus ajoute a son régime
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alimentaire des ceufs et occasionnellement des charognes. Par ailleurs, des cas de
cannibalisme ont été rapportés (Bennett, 2002 ; Cissé, 1972 ; Cowles, 1936 ; Lenz, 1994,
1995 ; Luiselli, 1999). Le varan du Nil ingére ses proies en entier. Cette caractéristique est
particulierement intéressante dans le cas présent car les contaminants contenus dans toutes
les parties du corps des proies, os et coquilles compris, sont avalés. Par ailleurs, ce régime
alimentaire particulierement éclectique présente I'avantage majeur de permettre
I'intégration par le varan de tous les polluants accumulés aux divers échelons des réseaux
trophiques. La position de superprédateur généraliste qu’occupe le varan du Nil en fait donc
un candidat de choix a la bioamplification. La durée de vie de cet animal dans la nature est
voisine de dix ans (elle varie selon la pression de chasse locale : Buffrénil et al., 1994;
Buffrénil et Hémery, 2002). Proportionnellement a sa taille et a sa masse, le varan du Nil
consomme nettement plus de nourriture que les autres prédateurs d’eau douce, comme les
crocodiles par exemple (Luiselli, 1999; Thompson, 1999). Ainsi, en plus de Ia

bioamplification, cette espéece est susceptible réaliser une bioaccumulation importante.

Territoire — Bien que trés actifs, les varans du Nil sont sédentaires. Les territoires des adultes
dépassent rarement les cing hectares (Lenz 1995, 2004). L’information toxicologique
déterminée a partir d’un individu donné se rapporte donc a un secteur bien délimité et de
surface modeste. Cette résolution spatiale trés fine représente un atout précieux pour ce

type d’outil.

Tissu osseux — L'un des attributs les plus notables du varan du Nil réside dans les modalités
de la croissance des corticales de ses os longs (la Figure 10 illustre ce processus) : les couches
d’os a fibres paralleles déposées par le périoste au cours du développement ne subissent

aucun remaniement haversien ni aucune résorption interne significative. La seule activité de
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a : Présentation de I'emplacement de cing niveaux de coupe (1, 2, 3, 4, 5) sur un cliché radiographique d’un fémur de Varan du
Nil.

b et c: La zone centrale de la diaphyse (3’) correspond a une structure simple d’os compact pseudolamellaire formé par dépot
circonférentiel périostéal. Cette structure ne subit aucune résorption intra-corticale. Le systeme circulatoire intra-cortical
(d’orientation radiale ici) est visible sur le cliché c3”. La structure se complique au fur et a mesure que I'on s’approche des
épiphyses. On distingue sur le cliché b4’ 'apparition des premiéres travées osseuses distales, qui deviennent de plus en plus
abondantes et finissent par occuper toute la cavité médullaire (b5’). La partie externe de I'os au niveau métaphysaire n’est plus
constituée que d’une fine couche d’os compact (c5”), a laquelle s’ajoute une couche d’os d’origine endostéale. La méme
évolution se produit en direction de I'épiphyse proximale (b2’ puis b1’). Le cliché b1’ correspond a une zone de la métaphyse ol
le cortex demeure encore relativement épais. Cette zone est le siege d’une activité de remodelage séquentiel de croissance qui
peut conduire a des structures complexes (c1”’), répondant aux contraintes statiques et dynamiques auxquelles I'os est soumis.
C’est ce que I'on peut distinguer sur le cliché c1”, ou la partie externe de I'os est constituée dans la partie inférieure droite de
I'image par de I'os compact en couche épaisse, ou bien, ailleurs, d’os de composition comparable a celle des travées,
fonctionnellement modifié. En c3”, les fleches désignent I'activité de résorption périmédullaire de surface qui se produit dans la
région diaphysaire et qui élargit la cavité médullaire au dépens des couches corticales profondes au cours de la croissance. Le
tissu osseux n’est pas renouvelé par remaniement a I'intérieur des corticales.

Figure 10 : Organisation et croissance du fémur de varan du Nil

résorption qui se produit dans la région diaphysaire est une érosion périmédullaire de

surface qui élargit la cavité médullaire au dépens des couches corticales profondes au cours

de la croissance. Ce processus est peu prononcé dans la fibula (Buffrénil et Castanet, 2000 ;

Buffrénil et Francillon-Vieillot, 2001 ; Francillon-Vieillot et al., 1990). Ainsi, le tissu osseux
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n‘est pas renouvelé par le remaniement interne des corticales. Il constitue donc une
excellente archive de I'exposition des varans aux contaminants ostéotropes, tels le plomb,
car les polluants accumulés au cours de la vie des individus restent en place et sont peu

susceptibles d’étre remis en circulation.

Quiescence — Par ailleurs, il est important de noter que les varans du Nil de la région
sahélienne sont soumis a une alternance de saisons marquée. En conséquence, ils
connaissent chaque année une phase de quiescence de plusieurs semaines a partir du milieu
de la saison seche, lorsque la température diminue et que les plans d’eau sont taris (Cissé,
1973). Durant la quiescence, 'activité des animaux est fortement réduite; ils cessent
presque totalement de s’alimenter, ne subsistant que grace a leurs réserves de graisse. Leur
croissance est alors trés faible, ce qui laisse dans leurs os une marque caractéristique, dite
ligne d’arrét de croissance, de périodicité annuelle. Le dénombrement, sur des coupes d’os,
des lignes accumulées au fil des années donne I'dge des individus (technique
squelettochronologique, Buffrénil et Castanet, 2000). Cette information peut s’avérer
capitale pour étudier I'accumulation des polluants dans les os des varans en fonction du

temps.

Statut réglementaire — Enfin, le varan du Nil est une espéce exploitée pour sa chair et/ou
pour son cuir sur la majeure partie de son aire de répartition (Buffrénil, 1992, 1993, 1998 ;
Buffrénil et Hémery, 2002, 2007a, b). Ainsi, il est possible d’obtenir des spécimens en
collaborant avec les pécheurs ou les chasseurs qui les exploitent. En dépit de cette
exploitation, les populations de V. niloticus restent abondantes en Afrique sub-saharienne.
L'espéce n’est pas inscrite au « Livre Rouge des Espéces Menacées » de I'lUCN (IUCN,

2010b), et est classé en annexe Il de la CITES (CITES, 2011), ce qui signifie que les
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mouvements commerciaux transfrontaliers de cette espece sont autorisés, sous conditions

toutefois (voir article IV de la convention, http://www.cites.org/fra/disc/text.shtml#IV).

Comme il a été dit précédemment, le varan du Nil est tres largement exploité par les

populations rurales et le commerce international ne correspond qu’a une faible proportion

des animaux qui sont tués en Afrique chaque année.

SITES DE CAPTURE

Les varans impliqués dans ce travail proviennent de quatre zones :

1/ Une zone agricole potentiellement affectée par une contamination
environnementale considérable due a des stocks de pesticides obsolétes, et sur
laquelle, par ailleurs, une utilisation conventionnelle de pesticides a lieu : les localités

adjacentes de Niono et Molodo, au Mali ;

2/ Une zone agricole dépourvue de stock de pesticides a risque mais néanmoins
soumise a une utilisation conventionnelle de produits phytosanitaires : la région de

Diffa au Niger ;

3/ Une zone urbaine potentiellement affectée par une large gamme de polluants,
dont des métaux et éventuellement des polluants d’origine agricole: la ville de

Niamey, capitale du Niger ;

4/ Un site témoin supposé exempt de toute source de pollution notable : le site de

Flabougou, au Mali.

La localisation de ces quatre zones est présentée a la figure 11.
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Figure 11 : Localisation des quatre zones d’échantillonnage

Le choix de ces sites découle d’une stratégie d’échantillonnage fondée sur la supposition que
le varan du Nil est capable de révéler les différences de contamination entre des sites
contaminés de maniére variée. La principale motivation de ce choix était de déterminer si
une contamination environnementale anormale peut étre associée au trafic automobile a
Niamey, aux stocks de pesticides a Niono/Molodo, et a [lutilisation de produits
phytosanitaires dans les deux zones agricoles. Notre intention était également de cerner la
finesse de discrimination que permet I'emploi du varan du Nil lors des comparaisons entre

sites. Les caractéristiques précises de chacun des sites sont détaillées ci-dessous.

Le site de Niono/Molodo, au Mali (Figure 12a) — La commune de Niono, qui comptait un peu

plus de 90 000 habitants en 2009 (INSTAT, 2009), regroupe les villes de Niono et de Molodo.
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Cette région administrative est située au milieu d’'une vaste zone humide de 80 x 10 km,
orientée nord-sud, et située de part et d’autre du Canal du Sahel. Cette région, a vocation
essentiellement agricole, est la deuxieme plus importante au Mali pour la production de riz.
Une surface de 84000 ha de riziéres est irriguée par un important réseau de canaux reliés les
uns aux autres. Dans les villes de Niono et de Molodo, ces canaux forment un lacis
particulierement dense. Les varans du Nil sont vus fréquemment dans ces canaux et dans les

rizieres.

L’accumulation massive de pesticides au Mali résulte du besoin de disposer en permanence
de produits de lutte contre les invasions de criquets pélerins (Schistocerca gregaria). A
Niono, 600 barils (utilisés pour certains, partiellement ou complétement pleins pour
d’autres) de 20 et 25 litres de dieldrine et de parathion ont été stockés jusqu’en 1993 dans
un magasin de I’'ex-OCLALAV (Organisation Commune de Lutte anti-Acridienne et de Lutte
anti-AViaire — une organisation multiétatique dissoute en 1986). Un important canal
d’irrigation passe a moins de 30 m du batiment. Aprés avoir été stockés a Niono, les flts ont
été transportés a Molodo. Les barils non encore utilisés ont été déposés en plein air dans
une fosse initialement destinée a recevoir les huiles de vidange des aéronefs de 'OCLALAV.
Les barils utilisés ont, eux, été entassés sur le sol a proximité. Une quantité résiduelle du
liquide qu’ils contenaient a fui et a formé une tache huileuse au sol. En juillet 2008, les f(ts
ont finalement été retirés, compactés et confinés. Le procédé du land farming a été utilisé
pour contribuer a décontaminer le sol et la fosse. Comme cela a été mentionné plus haut,
au-dela du risque lié a I'accumulation, dans un passé proche, d’une grande quantité de f(ts
de pesticides, le site de Niono/Molodo est une zone agricole trés active ou un usage
substantiel de produits phytosanitaires a lieu (principalement de pesticides

organophosphorés).
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Figure 12b : Sites d’échantillonnage sur la zone de Flabougou, au Mali
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Figure 12d : Sites d’échantillonnage sur la zone de Diffa, au Niger
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La ville de Diffa, au Niger (Figure 12d) — La population de la commune de Diffa était, en
2010, légérement supérieure a 45 000 habitants (INS, 2010). Cette zone a été sélectionnée
parce qu’elle est supposée représenter un site ou la contamination environnementale est de
niveau intermédiaire, et résulte presque exclusivement de |'utilisation de pesticides (et non
d’un quelconque stock). A Diffa, un réseau de mares et canaux étroits alimentés par les eaux
de la riviere Komadougou-Yobé permet la production de cultures de rente toute I'année.
Pour ce travail, nous sommes partis du postulat que Diffa est un site fondamentalement
similaire a celui de Niono/Molodo, a I'exception des stocks de pesticides. L'utilisation de
pesticides organochlorés est interdite au Niger depuis 1998, conformément aux conventions
de Stockholm et de Rotterdam. Cela dit, selon les « Services de la Protection des Végétaux »
a Niamey et Diffa, le dichlorodiphényltrichloroéthane ou DDT, I’"hexachlorocyclohexane ou
HCH, et I'aldrine ont été couramment utilisés au Niger auparavant. Aujourd’hui, ce sont
principalement des pesticides organophosphorés qui sont sensés étre employés aux
alentours de la Komadougou-Yobé. Cependant, le recours a des produits interdits importés
illégalement du Nigéria tout proche est fort probable (la Komadougou-Yobé marque la
frontiére entre Niger et Nigéria). Par ailleurs, les fertilisants phosphatés peuvent représenter
une source considérable de métaux (notamment de cadmium) dans I’'environnement. Des
varans du Nil sont observés régulierement dans les champs sur lesquels les pesticides
évoqués ci-dessus sont ou ont été épandus. Les agriculteurs locaux sont habitués a capturer

ces lézards qui représentent pour eux un apport alimentaire tres apprécié.

La capitale du Niger, Niamey (Figure 12c) — Niamey est une métropole de plus de 1 200 000
habitants (INS, 2010), traversée par le fleuve Niger. De nombreuses activités potentiellement
polluantes y ont cours : trafic automobile important, incinération non controlée des ordures,

dépot de déchets métalliques, activités de tannerie, etc. Par ailleurs a Niamey, des pesticides
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sont utilisés sur les champs situés le long du cours du fleuve Niger, dans les limites mémes
de la ville. Ces substances constituent également une source de pollution potentielle. Les
captures ont été conduites a quelques meétres de 'unique pont en service au moment de
I’étude (un deuxiéme a été construit depuis). Le trafic de toutes sortes de véhicules

motorisés y était trés important.

Le village de Flabougou, zone témoin, au Mali (Figure 12b) — Des échantillons ont également
été prélevés sur des individus capturés au voisinage du petit village de Flabougou (moins de
1000 habitants), dans une zone humide temporaire nommée le Nid du Serpent, a la frontiere
du Parc National de la Boucle du Baoulé, au Mali. Les activités humaines locales se limitent a
I’élevage extensif de bétail et a la culture de quelques variétés (mil) pour lesquelles I'usage
d’aucun intrant agricole n’est connu. La situation de ce village, a distance de toute source de

contamination notable, a conduit a le désigner comme le site témoin négatif pour ce travail.

Les quatre sites de capture présentent le méme profil météorologique (voir figure 13).

janv. Féwr  mars  avn  mai  juin juil.  aodt  sept.  oct,  now. déc,

4590 220 rmrm

- 17 rmm

30= B a | | - B a5

- 132 mm

o= 25°C

- 88 mm

15=C
- 44 mm

Jan Fev Mar Abr Mai Juin Juil Acu Sep Ock Mow Dec

0.z 0.5 o1 0.4 4.5 227 39.2 73 0.1 15

b mmm Temp, min mmm Temp, max mmm Precip,

Precipitations {mm})

S0°C

I

28°C

169C

—

/

—

Jan Few Mar Abr Mai Juin Juil Acu Sep Ock Maw Dec

— Temp, min

—Ternp. man

— Frecip,

120 mm

- 144 rm

- 108 rm

- 72 mm

- 36 mm

50°C

390

28°C

16°C

- 144 mm

- 108 mm

Jan Fev Mar Abr Mai Juin Juil Acu Sep Ock Mow Dec

— Temp, min — Termp, mas m— Precip.

- 72 mm

- 36 mm

- 0 mm

120 rmrm

Figure 13 : Profil météorologique des quatre zones d’échantillonnage. a : Diéma, station la plus
proche de Flabougou (a 40 km) ; b : Niono/Molodo ; c : Diffa ; d : Niamey
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Celui-ci est marqué, d’une part, par 'alternance d’une saison seche (d’octobre — novembre a
mars — avril) et d’'une saison humide (juillet et ao(t sont les mois les plus arrosés) et, d’autre
part, par une fluctuation des températures moyennes mensuelles dont les maxima sont

atteints en mars — avril et en octobre.

MODALITES DE CAPTURE, MESURES ET PRELEVEMENTS

Captures — Les prélévements opérés sur des varans sauvages ont été rendus possibles par la
collaboration des pécheurs et chasseurs en activité sur les différents sites de travail. Avec
I'accord et I'aide des autorités compétentes au Mali comme au Niger (i.e., la « Direction
Nationale de la Conservation de la Nature » et la « Direction Générale de I'Environnement et
des Eaux et Foréts », respectivement), nous avons conclu I'accord suivant avec les pécheurs :
a condition de rendre les varans a ceux qui les avaient capturés lors de leurs activités de

péche habituelles, nous étions autorisés a effectuer mesures et prélévements.

Du 17 au 20 novembre 2008, 18 varans ont ainsi été capturés a Niono et Molodo, dans les
canaux d’irrigation ou dans les riziéres a proximité de I’ancien site de stockage de pesticides
obsoléetes ; et du 27 au 30 novembre de la méme année, 14 individus ont été prélevés a
Flabougou, le site témoin. Du 3 au 7 novembre 2009, 32 varans ont été attrapés dans les
champs irrigués autour de la ville de Diffa; et 7 spécimens a Niamey dans les champs
bordant le fleuve Niger, prés du pont. Les caractéristiques détaillées des animaux sont

ournies a I'annexe 1.
f I’ 1

Les spécimens utilisés lors de ce travail ont été capturés conformément a la technique
décrite par Buffrénil et Hémery (2007a): le matin, avant la reprise d’activité des varans (soit
avant 9 heures approximativement) les pécheurs appatent de gros hamecons (Sea Kirby n° 5,
hampe de 6,5 cm de long et ouverture de 2 cm) avec un amphibien ou un poisson morts. Ce
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piege est positionné sur la berge ou sur la végétation flottante, a fleur d’eau. L’hamecgon est
solidement accroché a une cordelette (longueur 1.5 m au maximum) dont l'autre extrémité
est fixée a un tronc ou a des racines. Les pieges sont relevés deux fois par jour. Les varans
pris sont attachés jusqu’au moment de leur mise a mort, qui s’effectue selon la méthode
coutumiére des populations locales, par une profonde incision gulaire. L’hamecon est
décroché aprés la mort de I'animal. Cette technique de piégeage, pratiquée dans tous les
pays de la région sahélienne, fait partie des traditions des populations villageoises (Buffrénil,
1993, 1998). Son efficacité est considérable : des équipes semi-professionnelles de chasseurs
peuvent mettre en place, sur un espace restreint, 200 a 250 hamecons utilisés pendant
plusieurs jours. Un effort de capture de cette importance peut aboutir au piégeage de 30 a
40 varans adultes par jour au début de la session de capture. En moins de dix jours, les
effectifs initiaux de varans adultes dans les populations locales peuvent étre réduits de 50 a
80% (Buffrénil et Hémery, 2007a). A plus long terme, il est fort probable que I'exploitation
répétée des varans dans une méme zone finisse par modifier certains traits d’histoire de vie
des animaux, tels la taille, la vitesse de croissance, ou encore I'age a la premiére
reproduction. Les zones qui subissent une telle exploitation sont laissées au repos au moins

I’année suivant une session de captures donnée (Buffrénil et Hémery, 2007b).

Mesures — Chaque varan a été mesuré, pesé, et sexé. Sur chaque individu ont été
déterminées la longueur museau-cloaque (LMC, ou SVL pour snout-vent length en anglais), la
masse corporelle (MC, ou BM pour body mass), I'indice de condition physique (ICP, ou BCi
pour body condition index, défini comme le rapport de la masse corporelle sur la longueur
museau-cloaque), la masse de la graisse abdominale (MG, ou FW pour fat weight), et I'indice
somatique de graisse (ISG ou FSi pour fat somatic index, défini comme le rapport de la masse

de graisse abdominale sur la masse corporelle) (tableau 1).
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Tableau 1 : Abréviations des paramétres morphomeétriques pris en compte pendant I'étude

LMC (encm £ 0.1 cm) Longueur museau-cloaque

MC(eng+1a100g) Masse corporelle

ICP (ICP =MC/ LMC) Indice de condition physique
MG (eng £0.1) Masse de graisse abdominale

ISG (ISG = MG / LMC) Indice somatique de graisse

La longueur relative de la queue présente une forte variabilité intraspécifique chez les
crocodiliens et les lézards (amputations accidentelles) ; c’est pourquoi la longueur museau-
cloaque est préférée a la longueur totale dans ces groupes. Par ailleurs, au-dela du fait que
certaines des mesures effectuées ici donnent des indications évidentes sur la taille des
varans, toutes contribuent a refléter I’état de santé des individus. L'ICP décrit la corpulence
d’un individu, mais sans prendre en compte la nature des tissus qui pourraient la déterminer
(ce parameétre est sensible a I'état de la musculature, des masses adipeuses, ou encore a la
présence d’ceufs). L'ISG correspond a la proportion de graisse abdominale. Cette derniere,
consommée pendant la phase annuelle de quiescence, est reconstituée au moment de la
reprise d’activité ; sa masse relative traduit donc, en partie au moins, I’état nutritionnel de

I'individu.

Prélévements — L’intégralité des masses adipeuses abdominales (graisse de réserve) a été
prélevée et pesée. De nombreux tissus en plus de la graisse ont été échantillonnés : foie,

reins, muscle squelettique (partie proximale des membres pelviens), muscle lisse (intestin
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dans sa région proximale), os des membres pelviens, peau, lambeaux de mue, créte caudale,

et griffes (Figure 14).

péricarde i follicules
- - L > adipeux
abdominaux

=t W T

intestin

Figure 14 : Eléments de I'anatomie de V. niloticus, avec certains tissus utilisés pour I'étude
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Le choix de prélever ces différents tissus s’explique par la possibilité que les substances
recherchées n’aient pas la méme affinité pour tous ces tissus (différences
d’organotropisme). Comme on I'a mentionné plus haut, un des buts de cette étude est de
déterminer s'il existe un tissu qui permette a la fois le dosage des métaux et des pesticides.
Par ailleurs, distinction sera faite entre les tissus dont le prélévement implique la mort de
I’'animal (graisse, foie, rein, muscle squelettique, intestin, os) et ceux dont le préléevement
n’est que peu néfaste a I'individu dont ils proviennent (peau, mue, créte caudale, griffe). Les
tissus putrescibles ont été conservés congelés (a -4°C) dans des piluliers en polypropyléne
jusqu’a leur analyse a VetAgro-Sup, Campus Vétérinaire de Lyon. Les os ont été séchés au
soleil puis simplement conservés a température ambiante dans des sachets en plastique

hermétiques.

CHOIX ET PRESENTATION DES POLLUANTS ETUDIES

En ce qui concerne plomb et cadmium, les éléments présentés dans ce chapitre sont tirés des
ouvrages de Narbonne et al. (1996) et de Sparling et al. (2010), des articles de synthése de
Peakall et Burger (2003), Smith et al. (2007) et Burger (2008), ainsi que du site internet
Hasardous Substances Data Bank (HSDB, 2010). Les éléments relatifs aux polluants
organiques proviennent également de I'ouvrage de Sparling et al. (2010), du site internet
HSDB, des articles de De Silva et al. (2006), Fukuto (1990) et Coats (1990), ainsi que de
rapports de I’Organisation des Nations Unies pour I’Alimentation et I’Agriculture et de

I’Organisation Mondiale de la Santé (ONUAA/OMS, 1989).

Métaux

Dans les listes d’éléments chimiques potentiellement dangereux, le plomb et le cadmium

figurent en bonne place parmi les éléments métalliques de plus forte nocivité (CEPA, 2010 ;
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EC, 2001b; USEPA, 2007); leur étude écotoxicologique présente donc un degré de

pertinence maximum (Sparling, 2010).

Les métaux sont ubiquistes, et trés différents les uns des autres. Ils peuvent se présenter
sous forme d’ions dissous et sous de nombreuses autres formes de composés inorganiques,

ou encore sous forme de complexes ou de composés organométalliques.

Tous les métaux ingérés ne sont pas obligatoirement absorbés. En ce qui concerne le
transfert des polluants dans les réseaux trophiques, la formation de granules contenant des
métaux, chez les proies, est reconnue comme un facteur réduisant I'absorption de ces
métaux chez leurs prédateurs. La part des métaux qui n’est pas absorbée est éliminée dans
les feces. Celle qui est effectivement absorbée est acheminée vers le foie via le systeme
porte hépatique. Dans ce tissu, éléments peuvent subir leur premiere transformation, ou

leur stockage, avant d’éventuellement passer dans la circulation sanguine.

Une fois dans le compartiment systémique, les métaux sont distribués dans tout I’organisme
vers les différents tissus cibles, et peuvent étre éliminés ou au contraire étre stockés sous
une forme non disponible parfois pendant toute la vie de I'animal. Toutefois, les métaux
stockés peuvent étre redistribués dans I'organisme dans des circonstances particulieres :
chez les femelles lors de la conception des ceufs, et plus généralement lors des phases de
stress, les jel(ines, ou lorsque les individus atteignent un age avancé et que l'activité

ostéclastique dans le tissu osseux devient prépondérante (cas du plomb).

Plomb — Les deux sources principales de plomb inorganique dans la nature sont le plomb de
chasse et le plomb rejeté lors de la combustion de carburants automobiles. Les quantités de
plomb introduites dans I'environnement par ces sources sont aujourd’hui considérablement

réduites. En revanche, les fonderies sont toujours une source substantielle de contamination
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environnementale par le plomb, et ce a une échelle globale dans la mesure ou leur activité

permet le transport atmosphérique de cet élément.

Il est admis que 90 a 95% du plomb présent dans un organisme vertébré est concentré dans
le tissu osseux. Cependant des niveaux importants peuvent aussi étre retrouvés dans le foie
et les reins. La contamination par le plomb peut occasionner des effets toxicologiques
importants chez les animaux. Ces effets toxicologiques peuvent étre d’ordre hématologique
et neurotoxique. Le plomb est capable de provoquer I'altération du comportement et la
réduction des capacités d’apprentissage. De plus, il peut entrainer une augmentation de la
pression artérielle et avoir des effets notoires sur le systéme osseux (réduction de la
croissance notamment). Enfin, au niveau rénal, le plomb peut entrainer un
dysfonctionnement des mécanismes de transport actif de certains ions. Il peut également se
fixer a ’ADN et altérer I'expression des génes et la nature des protéines synthétisées. Le

phénomeéne de bioamplification est avéré pour ce métal (Sparling et al., 2010).

Cadmium — Comme pour le plomb, I'existence naturelle de cadmium organique est fort peu
probable. Le cadmium présent en milieu terrestre est peu transféré vers les milieux
aquatiques. En revanche, quand les conditions y sont favorables, la part qui s’y retrouve peut
étre rapidement intégrée dans la matiere en suspension et dans les biotes. Il est
généralement admis que seul le cadmium sous forme Cd** peut effectivement s’accumuler

dans les organismes.

Les études de synthése rapportent que le cadmium s’accumule préférentiellement dans le
rein. Les effets toxicologiques du cadmium peuvent en premier lieu prendre la forme d’une
néphropathie irréversible (pouvant conduire a une insuffisance rénale). Par ailleurs, comme

dans le cas du plomb, I'exposition chronique au cadmium pourrait augmenter la pression
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artérielle. Il n’est pas encore clair si I'ostéoporose et |'ostéomalacie observées en cas
d’intoxication au cadmium ont pour origine un effet direct de cet élément sur I'os, ou s'il
s'agit d’'un effet secondaire a I'atteinte néphrotoxique. Le cadmium est un perturbateur
endocrinien; il peut présenter des effets déléteres pour la reproduction et le

développement. Enfin, il est reconnu comme agent tératogéne, mutagéne et cancérigéne.

Le cadmium peut étre présent dans des organismes aquatiques a des niveaux correspondant
a des facteurs de bioconcentration allant jusqu’a 4000. Mais la valeur médiane de ces
facteurs est de I'ordre de 100 chez les poissons. Il semblerait en outre que I'importance de la
contamination des réseaux trophiques soit élevée chez les espéces situées a un niveau bas et
a un niveau élevé de ces réseaux. Les especes de niveau intermédiaire seraient moins
contaminées. Toutefois, certains travaux ont mis clairement en évidence le phénomene de
bioamplification chez des oiseaux (Gochfeld et Burger, 1982 ; Burger, 2001). Enfin le
phénoméne de bioaccumulation du cadmium a été mis en évidence chez certains

mammiféeres (Komarnicki, 2000 ; Beiglbock, 2002) ou certains oiseaux (Stock et al., 1989).

Pesticides organochlorés

Les pesticides organochlorés (OC) sont des composés de synthése, dont les premiers ont été
développés au début des années 1900. Depuis les années 1970, leur usage a été limité.
Certains sont toujours utilisés (comme I'endosulfan, le lindane, le dicofol ou encore le
méthoxychlor), mais la plupart sont interdits. Ce sont principalement des insecticides,
employés notamment contre les arthropodes vecteurs du paludisme (c’est le cas du DDT, de
nos jours encore, dans certaines parties du monde). Le faible colt des composés de cette
famille (surtout du DDT) crée un fort risque d’utilisation illégale, notamment dans les régions

ou les contrdles sont limités.
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Les OC comprennent au moins un atome de chlore. Ils sont divisés en cing classes
principales: 1) le DDT et ses dérivés, 2) les cyclodiénes (aldrine/dieldrine, heptachlor,
endrine, endosulfan, chlordane), 3) les hexachlorocyclohexanes ou HCH (dont le HCHy ou
lindane), 4) le toxaphene et ses congénéres, et 5) le mirex et la chlordécone. Les différences
entre ces groupes résident dans la toxicité et les effets sub-létaux. Néanmoins, tous

partagent certaines caractéristiques :

- Lipophilie : tous sont modérément a hautement lipophiles ; la teneur en lipides dans
les tissus est donc le premier facteur contrdlant leur transport, leur distribution et
leur stockage.

- Persistance et ubiquité : les OC sont retrouvés sur toute la planéte (jusqu’aux péles).
Le DDT et ses dérivés sont particulierement stables, et peuvent rester des décennies
dans I'environnement. D’autres (endosulfan, heptachlor, aldrine) ont des demi-vies
plus courtes (de quelques semaines a quelques mois) mais tout de méme
considérables. Par ailleurs, certains présentent une volatilité suffisante pour étre
transportés dans les courants atmosphériques sur au moins plusieurs centaines de
kilometres.

- Bioaccumulation : les organochlorés sont sujets a la bioaccumulation, notamment
dans les graisses ; ils sont donc remis en circulation dans I'organisme lorsque le tissu
adipeux est mobilisé.

- Bioamplification: il n’est pas inhabituel de trouver des concentrations d’OC
supérieures d’un facteur 30 a 100 d’un niveau trophique au niveau suivant.

Les produits du métabolisme de certaines substances peuvent s’avérer plus toxiques que les
composés parents (c’est par exemple le cas du DDE, qui provient du DDT et qui est d’ailleurs

plus cumulatif que ce dernier, ou de la dieldrine, dérivée de I'aldrine).
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Beaucoup d’organochlorés sont des neurotoxines interférant avec le transport des ions a
travers le neurolemme ou la membrane cellulaire des neurones. Mais les mécanismes
d’action varient entre les divers composés. Le DDT par exemple interfére avec les pompes a
sodium et a potassium dans les membranes des neurones, causant la perturbation de
I’'homéostasie calcique. Les cyclodiénes, pour leur part, ont plutét tendance a bloquer les
récepteurs GABA et alterent le fonctionnement des transporteurs a dopamine (et par suite

les concentrations de dopamine aprés une exposition).

Les OC peuvent également affecter le fonctionnement de la thyroide (certains, comme le
dicofol, sont des antagonistes des hormones thyroidiennes), agir comme promoteurs de
tumeurs, ou encore induire ou supprimer les enzymes du cytochrome P450. lls sont
susceptibles d’altérer la fonction immunitaire. Enfin, ce sont pour la plupart des

perturbateurs endocriniens.

Les effets aigus possibles consistent en I'hyperexcitation du systéeme nerveux, qui peut
conduire a la mort par arrét respiratoire. Toutefois, la toxicité aigué des OC est inférieure a
celle de la majeure partie des pesticides appartenant a d’autres famille chimiques. A titre
d’exemple, le 4,4’-DDE est associé a une DL50 orale de I'ordre du g/kg (i.e. il présente une

toxicité aigué a peine trois fois plus importante que le sel de table).

DDT, DDD et DDE - Le DDT et le DDD ont été produits abondamment dans le passé et leur
usage en tant qu’insecticides s’est traduit par leur libération directe dans I’environnement.
Le DDT se transforme rapidement en DDD puis DDE, tant dans I'environnement que dans les
organismes. Si bien que c’est le DDE qui est le plus souvent retrouvé dans les tissus des étres
vivants ; chez les reptiles, c’est le composé que I'on retrouve aux concentrations les plus

importantes.
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A I'air libre, DDT, DDD et DDE se présentent a I'état de vapeur ou sous forme particulaire. La
vapeur est rapidement dégradée (en quelques jours), alors que la fraction particulaire est
déposée dans I'environnement. La photolyse directe du DDT en solution est quasi-
inexistante. Le DDD non plus n’est pas connu pour étre sensible a la lumiére. En revanche, le
DDE peut subir une photolyse directe considérable. A la surface de sols humides, la
volatilisation est un processus influencant de maniére significative le devenir du DDT, du
DDD et du DDE alors qu’a la surface des sols secs, le DDE n’est pas supposé se volatiliser. Le
DDD et le DDE y présentent tous deux une mobilité nulle. La demi-vie du DDT associée au
processus de biodégradation seul, dans le sol, peut dépasser 15 ans en conditions aérobies,
alors que dans les boues et les sédiments, elle n’excede pas une semaine. Le DDD est lui
aussi persistant dans le sol en conditions aérobies (quoique dans une bien moindre mesure
que le DDT), ce qui suggere que le phénomene de biodégradation n’est pas prépondérant
dans ces conditions. La biodégradation du DDT dans 'eau est variable : d’insignifiante dans
les eaux marines, elle peut représenter un taux de conversion en DDD proche de 100% en
quelques mois dans les sédiments et dans l'eau des rivieres, respectivement. La
biodégradation du DDD et du DDE dans I'eau négligeable. La volatilisation a partir de la
surface de I'eau peut étre importante pour le DDT comme pour ses deux congénéres, mais
I’adsorption aux matieres en suspension et aux sédiments limite ce phénomene. L’hydrolyse
est un processus modéré de dégradation du DDT et du DDD (en DDE), favorisé par
I’existence d’'un milieu basique. L’hydrolyse du DDE est négligeable. Les facteurs de
bioconcentration, dans les organismes aquatiques, peuvent atteindre des valeurs tres

élevées (jusqu’a 50 000 pour le DDD et plus de 80 000 pour le DDT et le DDE).

Sous les latitudes tropicales, le DDT est parfois encore utilisé pour contréler les arthropodes

vecteurs du paludisme. Partout ailleurs, les suivis indiquent que la contamination
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environnementale au DDT, DDD et DDE, quoiqu’en perpétuelle diminution, persiste.
Dieldrine - La dieldrine, utilisée en tant qu’insecticides dans le passé, a été directement
rejetée dans l’environnement; mais c’est aussi un produit de dégradation d’un autre
insecticide, I'aldrine, dont c’est la forme époxyde. La dieldrine agit en intensifiant I'activité
synaptique. Les neurones comptant le plus de synapses seront ainsi les plus affectés. Il ne
semble pas qu’il y ait une action sélective sur un neurotransmetteur particulier ou sur un
systéme précis de neurotransmission. L’'altération du comportement qui en découle est

fonction de la dose de dieldrine.

La demi-vie de la dieldrine dans I'atmosphére (quelques heures) est plus courte que celles du
DDT et de ses métabolites. Elle subit une photolyse directe en photodieldrine, son produit de
dégradation principal. Des études de terrain ont montré, néanmoins, que sa mobilité dans
les sols est insignifiante et que sa durée de demi-vie pouvait avoisiner 7 ans. La volatilisation
de la dieldrine sur sol humide, sur la végétation ou dans le milieu aquatique est importante.
Le phénomene d’adsorption limite toutefois considérablement sa volatilisation. La durée de
demi-vie de la dieldrine liée au seul processus d’hydrolyse dépasse 4 ans. Des facteurs de

bioconcentration trés élevés (de 3300 a 14500) ont été rapportés.

Pesticides organophosphorés

Découlant initialement de recherches menées a partir du milieu du 20° siécle, les pesticides
organophosphorés (OP) ont progressivement, a partir des années 1970, pris la place des
organochlorés. C’'est aujourd’hui la famille de composés pesticides la plus utilisée a travers le
monde, notamment en Afrique. Ce sont des composés comprenant au moins une liaison
carbone-phosphore. Les OP ont été développés pour étre beaucoup moins persistants que

les OC, et peu sujets a la bioaccumulation. Par conséquent, la détection d’un composé
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particulier dans un tissu est souvent impossible ; d’autant que les OP sont rapidement
métabolisés dans les organismes. Pour palier cet inconvénient, des marqueurs d’exposition
ont été utilisés, mais cette approche ne nous informe pas sur la nature précise du ou des
composé(s) auquel(s) I'animal a pu étre exposé. Les OP présentent néanmoins, pour la

plupart, une toxicité aigué supérieure a celle des organochlorés.

Si le mode d’action des OP — l'inhibition de I'activité cholinestérasique — est toujours le
méme, la toxicité de ces composés peut varier grandement ; elle est notamment beaucoup
moins homogéne que celle des composés organochlorés. En phosphorylant
I'acétylcholinestérase, les OP limitent I'hydrolyse du neurotransmetteur qu’est
I"acétylcholine, ce qui a pour conséquence son accumulation au niveau de la synapse ou de

la jonction neuromusculaire.

La toxicité des OP dépend de la réactivité de I'ester de phosphore qui les compose. Les
formes avec des liaisons phosphore-oxygene sont naturellement plus toxiques que celles
avec des liaisons phosphore-soufre, qui nécessitent une activation métabolique pour
s’avérer réellement dangereuses (c’est le cas du parathion, qui se trouve activé dés lors qu’il

est métabolisé en paraoxon).

L'intoxication aux OP peut se traduire schématiquement par :

I’hyperstimulation des fibres des muscles lisses (qui peut provoquer un collapsus
alvéolaire) ;

- une phase d’accumulation d’acétylcholine dans les tissus glandulaires, conduisant a
des hypersécrétions (avec un risque d’cedeme aigu du poumon) ;

- une phase d’atteinte neurologique (tremblements, convulsions, coma).
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La mort peut intervenir a n’'importe quelle phase, et I'enchainement des phases ne suit pas

forcément I'ordre de la liste ci-dessus.

Parathion - Le parathion a été utilise en tant qu’insecticide et acaricide. En conditions
oxydatives, il se dégrade en p-Nitrophénol, en acide diéthylthiophosphorique et en
paraoxon. Dans des conditions de faible oxygénation, au contraire, il est réduit en
aminoparathion. A |'état de vapeur, il ne subsiste que quelques heures dans I'atmosphére.
Ce composé est moins enclin a la bioaccumulation et a la bioamplification que les OC. Dans
le sol, sa mobilité est limitée, et sa dégradation (principalement photodécomposition et
réduction par les microorganismes) est rapide : les durées de demi-vie a une température et
un pH cohérents avec des conditions environnementales normales s’étendent de quelques
heures a quelques semaines. Dans le milieu aquatique, les phénomeénes de photolyse, de
réduction et d’hydrolyse sont considérables. Toutefois, la volatilisation du parathion est tres
limitée, que ce soit a partir du sol (sec ou humide), aussi bien que de la surface de I'eau. Les
facteurs de bioconcentration du parathion peuvent approcher 500 ; d’'une maniere générale,

la bioconcentration du parathion dans les organismes aquatiques est modérée a élevée.

Malathion - Le malathion est un insecticide utilisé aujourd’hui encore. Il n’existe qu’a I'état
de vapeur dans I'atmosphére, ou il subit rapidement (en quelques heures) une photolyse
directe importante. Le malathion est trés mobile dans le sol. Quel que soit le milieu, sa
volatilisation est tres faible, mais le phénomene d’hydrolyse est important et la

biodégradation, rapide. Les facteurs de bioconcentration du malathion sont faibles.

Chlorpyrifos-éthyle - Le chlorpyrifos, ou CPF, est abondamment utilisé de nos jours,
notamment en Afrique sous la formulation commerciale Dursban (Dow AgroSciences LLC).

Comme le malathion, le CPF subit une photolyse directe rapide dans I'atmosphere. Dans le
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sol, sa mobilité est minime. Le phénomene de volatilisation est important dans |'eau et sur
sol humide, mais pas sur sol sec. Dans 'eau, le CPF est adsorbé sur les sédiments et la
matieére en suspension. Sa biodégradation est considérable. L'importance de I’hydrolyse du

CPF augmente avec le pH. Des facteurs de bioconcentration modérés a importants ont été

rapports (jusqu’a 1000).

Le tableau 2 fournit la liste compléte des composés recherchés.

Tableau 2 : Liste des 23 organochlorés et des 18 organophosphorés recherchés dans les tissus

des varans (classés selon leur temps de rétention, du plus court au plus long)

ORGANOCHLORES ORGANOPHOSPHORES
HCH-a Dichlorvos
HCH-B Mevinphos
HCB Phorate-oxon
HCH-y (lindane) Phorate
Chlorothalonil Terbufos
Heptachlore Diazinon
Aldrine Disulfoton
Dicofol Chlorpyriphos-méthyle

Heptachlore-époxyde

Trans-chlordane

Endosulfan-a

Cis-chlordane

Trans-nonachlor

2,4/-DDE

Dieldrine

4,4-DDE

2,4'-DDD

Endrine

Endosulfan-B

4,4'-DDD

2,4-DDT

Endosulfan-sulfate

4,4-DDT

Pyrimiphos-méthyle

Fenitrothion

Malathion

Chlorpyriphos-éthyle

Fenthion

Phorate-sulfone

Parathion

Methidathion

Disulfoton-sulfone

Triazophos
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ASPECTS ANALYTIQUES

Métaux

Extraction des métaux — Les échantillons homogénéisés de foies, reins, intestins et muscles
squelettiques ont été desséchés pendant 48 heures a 70°C et pulvérisés avant d’étre
minéralisés (i.e., I'intégrité moléculaire de I'échantillon a été presque intégralement détruite
par I'action d’acides forts en milieu fortement oxydant, a tel point que la matrice a analyser,
initialement organique, se retrouve sous la forme d’éléments inorganiques ou « minéraux »)
et analysés. Une quantité de 0,15 a 0,25 g de chaque tissu a été placée dans des creusets en
céramique préalablement nettoyés (a I'acide nitrique pro analyses a 65% dilué au dixieme
dans de I'eau déionisée), dans lesquels a été ajouté 1 ml d’acide sulfurique (acide suprapur a
96% dilué au demi). Les échantillons ont alors été incinérés dans un four réfractaire, selon
les phases du programme de températures suivant : i) une montée lente de la température
ambiante jusqu’a 700°C en 10 heures, puis ii) un plateau de 6 heures a 700°C, et enfin iii) une
phase de refroidissement passif. Deux millilitres d’acide nitrique (acide suprapur a 65% dilué
au demi) ont alors été introduits dans les creusets, puis les échantillons ont été chauffés
doucement sur une plaque électrique jusqu’a évaporation totale du liquide. Une fois les
creusets refroidis, 1 ml d’acide nitrique (acide suprapur a 65% dilué au dixieme) a été utilisé
pour remettre en solution les métaux. Les échantillons ont alors été dilués avec de I'eau

déionisée jusqu’a un volume de 10 ml.

Dans chaque fémur, une section transversale de 2,5 mm d’épaisseur a été réalisée au niveau
du trou nutritif de I'os a I'aide d’une scie circulaire a lame diamantée. Cette partie est

ontogénétiquement la plus ancienne, et le cortex y est a la fois épais et totalement exempt

de remaniement interne (cf. Figure 10). Ces échantillons ont d’abord été desséchés et
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dégraissés dans des bains d’éthanol (normapur VWR Int., Strasbourg, France) de
concentrations croissantes (70%, 95% et 100%) et d’acétone (pestanal Sigma, Saint-Quentin-
Fallavier, France). Les restes pulvérulents de moelle osseuse ont alors été retirés a l'aide
d’un pinceau doux sous la loupe binoculaire. Les sections d’os propres ont alors été
soigneusement lavées a I'acide dilué, rincées a I’eau déionisée, séchées et pesées (masses de
60 a 110 mg). Cette procédure de lavage a I'acide a également été appliquée a certains

autres tissus analysés : peau entiére, mue, créte caudale et griffes.

Pour tous ces échantillons, une minéralisation au four a micro-ondes a haute pression (Ethos
Plus 2 Microwave Labstation, Milestone s.r.l., Sorisole, Italie) a été réalisée dans des inserts
en polytetrafluoroéthylene au contact d’un millilitre d’acide nitrique concentré (acide
suprapur a 65%). Les réacteurs dans lesquels ont été introduits les inserts contenaient
également 3 ml de peroxyde d’hydrogéne et 10 ml d’eau déionisée. Le programme de
température se déroulait en trois phases : i) une montée rapide de la température ambiante
jusqu’a 180°C, puis ii) un plateau de 10 minutes a 180°C, et enfin iii) une phase de
refroidissement passif. Les échantillons d’os ont, comme les échantillons des autres tissus,

été dilués jusqu’a un volume de 10 ml avec de I'’eau déionisée.

Analyse des métaux — Pour les neuf tissus prélevés sur chaque individu pour la détection des
métaux, les dosages de plomb et de cadmium ont été réalisés avec un spectrometre
d’absorption atomique Unicam 989 QZ (Thermo Optek, Trappes, France) a four graphite, aux
longueurs d’onde 217,0 et 228,8 nm, respectivement. En ce qui concerne le plomb, une
droite de calibration a été établie, selon une régression linéaire des moindres carrés, a partir
d’un échantillon blanc et de solutions de nitrate de plomb (Il) a 2, 5, 10, 15, et 20 ug.l'l. Pour

le cadmium, une courbe de calibration a été établie, selon une régression quadratique des
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moindres carrés, a partir d’un blanc et de solutions de sulfate de cadmium a 0,5, 1, 2, 4, et 5
ug.I™. Ces solutions étaient renouvelées quotidiennement. Dans les deux cas, le graphe de
calibration était accepté lorsque le coefficient de corrélation était de 0,995 au moins. Pour le
plomb comme pour le cadmium, les solutions-étalons de concentration maximale ont été
analysées a la fin de chaque série d’analyses afin de détecter une éventuelle dérive de
I'importance du signal élémentaire détecté. Les valeurs de ces dérives élémentaires
s’étendaient de - 5,2% a + 10,1% pour le plomb, et de — 10,0% a + 6,8% pour le cadmium.
Des blancs et des témoins positifs ont été inclus en ordre aléatoire dans chaque série
d’analyses. Les taux de recouvrement des échantillons supplémentés de foie, rein, intestin et
muscle ont toujours été supérieurs a 80% pour le plomb (sauf pour une série lors de laquelle
73,4% de la quantité de plomb a été retrouvée) et toujours supérieurs a 80% pour le
cadmium avec la technique de minéralisation au four réfractaire. En ce qui concerne I'os,
minéralisé au four a micro-ondes, les témoins positifs consistaient en des échantillons de
référence de poudre d’os (SRM 1400, National Institute of Standards and Technology) pour
le plomb (avec des taux de recouvrement toujours supérieurs a 80%, a une exception pres a
77,7%), et en des échantillons supplémentés pour le cadmium (avec des taux de
recouvrement toujours au dessus de 90%). Les limites de quantification ont été établies pour
chaque métal sur la base du point de calibration le plus bas avec un coefficient de variation
inférieur a 10%, et en prenant en compte le facteur de dilution (10 fois) des échantillons. Ces
limites de quantification ont ainsi été déterminées a 20 ng.g™* pour le plomb et 5 ng.g™ pour
le cadmium, quel que soit le tissu considéré. Pour chaque métal, 10 échantillons blancs
supplémentés aux limites de quantification ont été analysés pour vérifier ces valeurs (avec

un coefficient de variation inférieur a 15%).
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L’eau déionisée utilisée pour chaque dilution avait une résistivité minimum de 18,2 MQ.cm.
Le nitrate de plomb (ll), ainsi que tous les acides et la solution de peroxyde d’hydrogene ont
été obtenus auprés de Merck (Darmstadt, Allemagne), et présentaient tous une pureté

maximum. Le sulfate de cadmium a été fourni par Sigma Chemical Co. (Saint-Louis, USA).

Pesticides organochlorés

Extraction des pesticides organochlorés — Les organochlorés ont été dosés dans la graisse
abdominale (tissu ou leur accumulation est théoriquement la plus importante), les tissus
hépatique et rénal (organes filtres), et dans le muscle de la cuisse des varans (tissu

principalement consommés par I’homme).

Les follicules adipeux abdominaux ont été délicatement fondus et 0,2 mg ont été introduits
dans un tube a essai en verre, dans lequel 5 ml d’hexane, puis 1 ml d’'un mélange d’acide
sulfurique et d’acide chlorhydrique fumant (dans les proportions volumiques 65% / 35%,
respectivement) ont été ajoutés. Les tubes ont subi une centrifugation & 3000 tr.min™
pendant 5 minutes. Les trois autres tissus ont été traités de maniéere identique : pour chaque
échantillon, 1 g de tissu frais homogénéisé a été introduit dans un tube en verre de 50 ml et
a été broyé a 'aide d’un Turrax® dans 30 ml d’'un mélange d’hexane et d’acétone (dans des
proportions volumiques de 75% / 25%, respectivement). Le solvant a alors été transféré dans
un ballon évaporateur aprés passage sur filtre séparateur de phase. Le broyat a subi une
seconde extraction selon les mémes modalités, et le filtrat résultant de la deuxiéme
extraction a été ajouté dans le ballon évaporateur a celui résultant de la premiere. Le
mélange hexane / acétone dans le ballon a alors subi une évaporation sous vide a 60 °C sur
évaporateur rotatif. Les éventuels résidus organochlorés présents ont alors été repris par 10

ml d’hexane (sous agitation), et 5 ml de cette solution ont été transférés dans un tube en
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verre. A partir de cette étape, les échantillons de foie, rein et muscle ont été traités comme

le tissu adipeux : ajout du mélange d’acides et centrifugation selon les mémes modalités.

Analyse des pesticides organochlorés — Pour les quatre tissus, aprés ['étape de
centrifugation, le surnageant a été analysé en phase gazeuse a I'aide d’un chromatographe
(Agilent 5890 série 2, Santa Clara, CA, USA) couplé a un détecteur a capture d’électrons et
associé a une colonne de 60 m (Restek Rtx, Macherey-Nagel, Hoerdt, France) d’'une porosité
de 0,25 mm et d’une épaisseur de 0,25 um. Des volumes de 2 ul ont été injectés
automatiquement pour chaque échantillon. L’azote, utilisé avec un flux de 2 ml.min™, a été
utilisé comme gaz porteur. Le programme de température suivant a été employé pour
I’élution : i) 2 min & 75 °C, puis des augmentations de température ii) de 15 °C.min™ jusqu’a
150 °C, iii) de 1,2 °C.min™ de 150 & 256 °C, et enfin iv) de 25 °C.min"* jusqu’a 300 °C, pour une
durée totale d’analyse de 110 min. Chaque analyse a été suivie d’un rincage de 15 min a 300
°C. Les étalons (en provenance de CIL, Sainte-Foy-la-Grande, France) utilisés présentaient
une pureté supérieure a 99%; le taux de recouvrement correspondant n’est jamais
descendu en deca de 92%. La linéarité a été reconnue entre 5 et 100 ng.g-1 (avec un
coefficient de régression supérieur a 0,99 sur les étalons et les échantillons supplémentés).
Les limites de quantification des organochlorés (déterminées a partir du point de calibration
le plus bas avec un coefficient de variation inférieur a 20%) n’ont pour aucune molécule

dépassé les 10 ng.g, et ont méme été établies a 1 ng.g™ pour le DDT et ses congénéres.

Pesticides organophosphorés

Extraction des pesticides organophosphorés — Les organophosphorés ont été dosés dans le

foie et les reins des varans (tissu filtre dans lesquels I'éventuelle accumulation de ces
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composés a le plus de chances d’étre importante) et dans le muscle de la cuisse (tissu

principalement consommés par I’homme).

Les organophosphorés ont été dosés dans le tissu hépatique et rénal, et dans le muscle de la
cuisse des varans. Trois grammes de tissu frais homogénéisé ont été broyés a I'aide d’un
Turax® dans un tube en polypropyléne de 50 ml avec 40 ml de dichlorométhane. L’ensemble
a été filtré sur papier séparateur de phase et sulfate de sodium en poudre et le filtrat
récupéré dans un ballon évaporateur. Le solvant a été évaporé sous vide a 50 °C, dans le
ballon, sur évaporateur rotatif. Les éventuels résidus organophosphorés présents ont alors
été repris par 3 ml d’éthanol et transférés dans un tube a essai en verre. La solution
d’éthanol a été purifiée par un passage sur colonnes de silice (préalablement conditionnées
par 2 ml de méthanol puis 2 ml d’éthanol) sur un bloc a vide. Les colonnes ont été rincées
par 2 ml de dichlorométhane, ajoutés dans le tube a essai a la solution d’éthanol. Le
mélange d’éthanol et de dichlorométhane a été évaporé avec insufflation d’air dans un bain
chauffant a 60 °C. Enfin, aprés évaporation complete, les éventuels résidus

organophosphorés ont été repris par 3 ml de dichlorométhane.

Analyse des pesticides organophosphorés — Les solutions de dichlorométhane contenant les
éventuels résidus organophosphorés ont alors été analysées en phase gazeuse a I'aide d’un
chromatographe (Agilent 6890) couplé avec un spectrometre de masse et associé a une
colonne de 30 m (Hewlett-Packard, Palo-Alto, CA, USA). Pour chaque échantillon, 2 ul ont
été injectés automatiquement, a 250 °C, pour analyse. Le gaz porteur — I'hélium, avait un flux
de 2,5 ml.min™. Le programme de température utilisé lors de I'élution a suivi les étapes
suivantes : i) un plateau de 2 min a 100 °C, ii) une augmentation de température de 55

°C.min! jusqu’a 200 °C, iii) un second plateau a 200 °C pendant 5 min, iv) une nouvelle
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augmentation de température de 50 °C.min"* de 200 a 220 °C, v) un dernier plateau a 220 °C
pendant 3 min, et enfin vi) une augmentation de 60 °C.min™ jusqu’a 300 °C. Un ringage final
de 2 min a 300 °C a été réalisé apres I'analyse de chaque échantillon. La durée totale de
I'analyse était donc de 13,55 min. Des courbes de calibration ont été déterminées entre 25
et 500 ng.g' (avec un coefficient de régression supérieur 30,99 sur les étalons et les
échantillons supplémentés), et la limite de quantification établie a 25 ng.g™ pour tous les
composés organophosphorés (comme pour les organochlorés, cette limite a été déterminée
a partir du point de calibration le plus bas avec un coefficient de variation inférieur a 20%).
Des étalons et des échantillons supplémentés ont été analysés régulierement : les taux de
recouvrement correspondants s’étendaient de 78 a 89%. Des témoins négatifs ont
également été régulierement analysés ; avec des résultats n’excédant jamais les limites de

quantification.

Comme pour les métaux, les acides (Merck), les alcools et les solvants (Sigma Chemicals Co.),
ainsi que le sulfate de sodium (fourni par VWR, Leuven, Belgique) utilisés lors des travaux sur

les pesticides présentaient une pureté maximum.

ANALYSES STATISTIQUES

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées a I'aide du logiciel R (R Development Core
Team, 2010). D’éventuels déséquilibres dans le sex ratio global de I’échantillon ou a I’échelle
des sites d’échantillonnage ont été recherchés a I'aide de tests du x2. Des tests de rang non
paramétriques de Mann-Whitney-Wilcoxon ont été utilisés, dans I’échantillon global comme
au niveau local, pour évaluer la différence entre les males et les femelles en ce qui concerne

les caractéristiques morphologiques LMC, MC, ICP, MG, et ISG.
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Traitements statistiques appliqués aux dosages des métaux — Afin de comparer entre les
guatre sites la masse corporelle des varans d’une part, et leur longueur museau-cloaque
d’autre part, des tests d’identité non paramétriques de Kruskal-Wallis ont été utilisés. Il a été
choisi d’employer la méthode des corrections de Bonferroni pour tenter d’identifier les
éventuelles différences entre les sites considérés deux a deux. Les corrélations entre les
concentrations de plomb et celles de cadmium dans chaque tissu, d’une part, et les
corrélations entre les concentrations de chaque métal dans les différents tissus, d’autre part,

ont été évaluées par des tests de corrélation non paramétriques de Spearman.

Par ailleurs, non avons testé par une analyse de variance les effets de cinq facteurs (sexe,
tissu, site d’échantillonnage, longueur museau-cloaque et indice somatique de graisse) sur
les concentrations de plomb et de cadmium dans les cing tissus suivants : foie, rein, intestin,
muscle, os, a 'aide d’une analyse par un modele linéaire mixte (en utilisant la suite logicielle
nlme du logiciel R). En raison de la distribution des données, les concentrations en plomb et
en cadmium, ainsi que la longueur museau-cloaque, ont subi une transformation logarithme-
décimale avant d’étre incluses dans le modéle. Ont été considérés dans ce modele I'effet fixe
de trois facteurs qualitatifs (sexe, tissu et site d’échantillonnage) et deux variables
guantitatives (longueur museau-cloaque et indice somatique de graisse). Par ailleurs,
I’analyse a pris en compte |'effet aléatoire individuel (en d’autres termes, le modéle intégre
le fait que les différents tissus d’un varan appartiennent bien au méme individu). De plus, il a
été décidé d’introduire dans ce modele les interactions de premier ordre entre les facteurs
qualitatifs (a I'exception du facteur aléatoire), ainsi que les interactions entre chaque

variable qualitative et chaque facteur quantitatif.
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Le fait d’inclure dans ce modele la variable tissu est justifié par la propension des polluants a
s’accumuler de facon différentielle dans les divers organes, et le fait d’inclure la variable site
d’échantillonnage, par les différences potentielles qui peuvent exister entre les sites dans les
niveaux de contamination environnementale. Le facteur sexe est reconnu comme étant une
caractéristique déterminante dans les schémas de contamination des organismes (au moins
parce que les femelle peuvent soustraire des contaminants de leurs tissus lorsqu’elles sont
gravides [Hall, 1980]). Par ailleurs, puisque d’une part les variables longueur museau-cloaque
et masse corporelle, et d’autre part les variables indice somatique de graisse et indice de
condition physique sont fortement corrélées (p < 107" pour les deux paires), nous avons
choisi d’inclure dans le modele une seule variable de chaque paire. Chez les varans, la
longueur museau-cloaque est étroitement liée a I'age (Buffrénil et al., 1994); cette
caractéristique est donc essentielle lorsque I'on souhaite aborder la question de la
bioaccumulation. L'indice somatique de graisse reflete la quantité de nourriture que les
varans ont consommeée depuis le début de leur cycle d’activité annuel. Toute fluctuation de
cet indice d’un individu a un autre peut avoir des conséquences notables sur la physiologie

et le comportement, et ainsi grandement affecter les processus de contamination.

Il est important de noter que lorsque le résultat d’un dosage s’avérait en dega des seuils de
quantification, la valeur finale de ce résultat était fixée a ces seuils (i.e. 20 ng.g™ pour le
plomb et 5 ng.g™ pour le cadmium). En conséquence, I’hypothése de normalité a pu parfois
étre violée. Néanmoins, il n’existe pas d’analyse en modele linéaire mixte qui prendrait en
compte ce cas de figure. Par ailleurs, opter pour une analyse a l'aide de tests non
paramétriques simplifierait excessivement la situation, ne permettrait pas d’appréhender

I'effet des possibles interactions entre facteurs, et empécherait ainsi tout simplement une
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analyse globale. Malgré cette source d’erreur potentielle, le choix d’utiliser ce modeéle a

donc été maintenu.

Bien que I'analyse dans le modele ait pris en compte les valeurs quantitatives des variables
longueur museau-cloaque et indice somatique de graisse, celles-ci ont été groupées en
classes pour une visualisation plus claire sur les représentations graphiques. Ont ainsi été
distingués, en ce qui concerne la longueur museau-cloaque, a) les subadultes (LMC < 40 cm),
b) les adultes (40 cm < LMC < 50 cm), et c) les grands adultes (LMC = 50 cm) ; et pour ce qui
est de l'indice somatique de graisse, a) les ISG faibles (ISG < 0,02), b) les ISG moyens (0,02 <
0,04), et enfin c) les ISG élevés (ISG = 0,04). Les graphiques d’interactions (représentation
classique dans ce type de situation) ont été utilisés pour figurer, mais aussi pour interpréter,
I'influence des facteurs significatifs du modele sur le logarithme des concentrations des

métaux.

Traitements statistiques appliqués aux dosages des pesticides — Les différences entre males
et femelles, relativement a la contamination des tissus par les pesticides, ont été
recherchées par des tests de rang non paramétriques de Mann-Whitney-Wilcoxon. Un test
d’identité non paramétrigue de Kruskal-Wallis a été employé pour appréhender
d’éventuelles différences de contamination des varans entre les sites d’échantillonnage.
Comme dans le cas des métaux, il a été choisi d’aborder la question des comparaisons
multiples par 'utilisation des corrections de Bonferroni. Les possibles corrélations entre les
niveaux de contamination dans les tissus et les caractéristiques morphologiques
individuelles ont été étudiées a l'aide de tests de corrélation non paramétriques de

Spearman.
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Enfin, compte tenu de I'importance modérée des effectifs de varans inclus dans I'étude, il a
été choisi de représenter les données sous forme de semis de points, autrement dit en
figurant tous les points individuellement, et selon la méthode dite jitter, qui effectue le
décalage des points, permettant ainsi de distinguer facilement les mesures de valeurs égales

ou proches.
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PARTIE 1 - DOSAGES DE METAUX DANS LES TISSUS DE VARANS

PRELEVES DANS LA NATURE

Ce chapitre est divisé en deux sous-parties. La premiere a fait I'objet d’'une publication dans
un périodique (Ciliberti et al., 2011), alors que la seconde n’aura été présentée que dans le

cadre du présent document.
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ARTICLE 1

LE VARAN DU NIL (Varanus niloticus), ESPECE SENTINELLE POUR LA CONTAMINATION DES

ZONES HUMIDES SUB-SAHARIENNES PAR LE PLOMB ET LE CADMIUM

OBIJECTIFS

Le but des travaux présentés dans cette publication était d’évaluer I'usage du varan du Nil
comme indicateur de la contamination environnementale par le plomb et le cadmium. Y ont

ainsi été abordées les questions :

a. del'importance des niveaux de contamination des tissus par ces deux éléments,

b. de lavariabilité interindividuelle de ces concentrations,

c.. de l'interprétation de cette variabilité, pour les quatre sites d’étude, en termes de
risque découlant de la contamination environnementale par le plomb et le

cadmium.

En écotoxicologie, la notion de danger fait uniquement référence aux caractéristiques
intrinséques d’une substance. Elle se distingue de la notion de risque qui désigne

I’association de ce danger a une exposition.

L'effet du sexe, de la longueur museau-cloaque et de I'indice somatique de graisse sur ces
concentrations tissulaires a également été examiné. Par ailleurs, les différences d’aptitude
des tissus examinés (pour rappel: foie, rein, partie proximale de lintestin, muscle
squelettique et section diaphysaire du fémur) a concentrer ces deux métaux a été étudiée.

Enfin, les effets délétéres possibles du plomb et du cadmium sur les varans et sur les étres
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humains qui peuvent en consommer la chair ont été considérés en référence aux

concentrations tissulaires.
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Wetland pollution is a matter of concern in sub-Saharan Africa. Though regularly exploited, the Nile monitor
(Varanus niloticus), a large amphibious lizard, is not threatened. This work aims at assessing the value of this
varanid as a sentinel species in surveys of environmental contamination by metals. Lead and cadmium
quantifications were performed by graphite furnace-atomic absorption spectrophotometry in bone, intestine,
kidney, liver and muscle in 71 monitors from three unevenly polluted sites in Mali and Niger, plus a reference
Keywords: site. The effects of sex, size and fat reserves as well as factors related to the sampling strategy (tissue sampled,
Sentinel species sampling site) were studied with a mixed linear model. Metal contamination is moderate at the four sites but
Lead clear differences nevertheless occur. Lead levels are generally maximal in bone, with a gender-independent

Cadmium median value 320 ng.g . Median cadmium concentrations never exceed 70.2 ng.g " in females (kidney) and
Wetland 57.5ng.g "' in males (intestine). Such levels should have no detrimental effects on the monitors. Lead and
Africa cadmium levels in muscles are generally below 200 and 20 ng.g !, respectively, and should provoke no health
Squamata hazard to occasional consumers of monitor meat. Metal organotropisms are consistent with those observed

in other studies about Squamates: for lead: bone>[kidney, intestine, liver]>muscle in males and [bone,
kidney]>[intestine, liver]>muscle in females; for cadmium: [liver, intestine, kidney]>[bone, muscle] for both
genders. Females are more contaminated, especially in their kidneys. In this tissue, median values in ng.g ™!
are 129.7 and 344.0 for lead and 43.0 and 70.2 for cadmium, for males and females, respectively. Nile monitors
can reveal subtle differences in local pollution by metals; moreover, the spatial resolution of the pollution
indication that they give seems to be very sharp. The practical relevance of this new tool is thus validated.
© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Environmental contamination by metals in sub-Saharan wetlands
is a matter of concern. On a global scale, inland waters are presumably
less contaminated in Africa than in industrialized countries; how-
ever this essential resource is threatened by fast urbanization and
economic activities (Biney et al., 1994; Bronmark and Hansson,
2002; Calamari, 1985; N'Riagu, 1992; Yabe et al., 2010). The lack of
information on the ecotoxicological status of freshwater in southern
developing countries is considerable (Karlsson, 2002; Karlsson et al.,
2007; Lacher and Goldstein, 1997). For these reasons, monitoring
wetland pollution by metals and metalloids is especially needed in the
sub-Saharan region. However, efficient procedures for characterizing
precisely the nature and importance of local pollutions are scarce and

* Corresponding author. Tel.: +33 478872631; fax: +33 478878012.
E-mail address: p.berny@vetagro-sup.fr (P. Berny).

0048-9697/$ - see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.scitotenv.2011.07.028

tools suited to the economic and cultural context of Africa remain to
be developed.

Several procedures for assessing local environmental pollution
have already been used or are potentially usable. Some of these
methods are focused either on the pathogenic effects of the pollutants
on individual organisms, or on the consequences of pollution on
biological communities. Examples of such approaches in Africa are
given by e.g, Lambert (2005) in sub-Saharan reptiles, Sowunmi
(2005) in Nigerian fishes or Ochieng et al. (2008) in macro-
invertebrates from Uganda (see also Ramade, 2010, for an extensive
methodological review including methods referring to biomarkers).
A common feature of these methods is that they are based on species
that are not top chain predators. Therefore, they fail to accurately
reflect biomagnification processes in food webs. Moreover, they are
not aimed at identifying and quantifying chemical elements, a
restriction that precludes straightforward designation of the main
pollution sources. In brief, these methods give only gross indications
on the ecotoxicological status of an area.
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In African continental waters, metallic contaminant quantifica-
tions were almost exclusively conducted in the southern and eastern
parts of the continent, in Maghreb and in Nigeria (review in Yabe
et al.,, 2010). These studies dealt mainly with contamination by lead,
cadmium and/or mercury in inorganic matrices (sediment, water,
suspended matters), plants or animals ranking at low levels of food
chains (see e.g., Ak'Habuhaya and Lodenius, 1988, for several metal
quantifications in Tanzanian river sediments, vegetation, arthropods
and molluscs; Greichus et al., 1977, 1978a, b, for quantifications of
chlorinated pollutants and metals in several elements of freshwater
ecosystems in South Africa, Kenya and Zimbabwe). Although metal
quantifications were recently implemented in surface waters in
Chad and Niger (Zairi, 2008), data are extremely scarce for Sahelian
Africa (Yabe et al., 2010). Again, such studies can provide general
information on local pollution but fail to indicate the concentration of
pollutants within the highest elements of food chains.

The standardized use of an amphibious top chain predator found
throughout the continent as a sentinel species could help achieve
this goal. In Africa, Nile crocodiles were considered in this respect
(Almli et al., 2005, in Zambia; Phelps et al., 1986, in Zimbabwe;
Swanepoel, 1998; Swanepoel et al., 2000, in South Africa; see also
Campbell, 2003 for other Crocodylia out of Africa). However, croco-
dilian populations are considerably depleted and most are strictly
protected (CITES, 2011; Ross, 1998); therefore they became unsuited
for routine or large-scale surveys. Today, the most relevant candidate
to play this role could well be the Nile monitor, Varanus niloticus,
a species ranking just below crocodiles in soft water food chains.
A previous work (Berny et al., 2006) already used this species as an
indicator of organochlorine contamination in Chad. Moreover, several
metals (Al, As, Br, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Pb, Rb, Se, Sr and Zn) were
positively evidenced in some monitor species (Asian and Oceanian
ones, as well as African savannah forms) by Boman et al. (2001), Lance
et al. (1995) and Yoshinaga et al. (1992). These three studies used
monitors opportunistically; they were not specifically aimed at
developing a new tool for environmental pollution surveys.

The ecological and physiological traits of the Nile monitor suggest
that this species could be excellent for assessing environmental con-
tamination by metals and metalloids. It indeed meets several of the
characteristics considered by some authors (Beeby, 2001; Elder and
Collins, 1991; Peakall and Burger, 2003; Ramade, 2010) as defining
a good sentinel species.

Nile monitors are large opportunistic carnivorous lizards feeding
along the banks of rivers, lakes and ponds as well as in water. Their
distribution spreads over most sub-Saharan Africa, in wetlands
located in both remote areas and densely populated cities (Bayless,
2002; Lenz, 2004). Their diet is initially composed of arthropods,
annelids, molluscs and amphibians, but they progressively add other
prey, such as fishes, reptiles, birds and small mammals. They also
appreciate eggs and carrion, and can occasionally prey on conspecifics
(Bennett, 2002; Cissé, 1972; Cowles, 1936; Lenz, 1995; Luiselli et al.,
1999). Contrary to crocodilians, varanids are highly active and vora-
cious predators with an activity metabolism higher than that of most
other reptiles (Thompson, 1999). They explore their territories during
most of the day (Lenz, 1995) and can eat considerable amounts of
prey (Cissé, 1972; pers. obs.) that are swallowed whole, with shells
and bones. For this reason the bio-accumulation process is likely to
be intense in monitors: a trait predisposing them to be good indicators
in ecotoxicology, especially for osteotropic element accumulation.
In addition Nile monitors are long living animals, with a life span
commonly exceeding ten years in the wild (de Buffrénil et al., 1994;
de Buffrénil and Hémery, 2002). Though very mobile, they are
sedentary, with adult home ranges averaging 5 ha in males (Lenz,
1995). Contamination data given by monitor samples would thus
refer precisely to the places where they were captured. This excellent
spatial resolution is a crucial advantage that migratory species lack
(Berny et al., 2002; Prudente et al., 2005; Ramade, 2010). Nile moni-

tors display some other important advantages such as a large size
(enough tissue can be sampled for several analyses), ease to identify
(they are morphologically different enough from other African
monitors to avoid confusion) and precision of individual aging by
skeletochronology (de Buffrénil and Castanet, 2000).

The objective of this study is to further document the value of
the Nile monitor as a sentinel species in wetlands. With this aim,
we tested its capability to indicate heavy metal contamination in
selected areas of the Sahelian region of Africa located in Mali and
Niger. Special attention was paid to the propensity of different tissues
for metal concentration and to the influence of some individual traits
(i.e. sex, snout-vent length and proportion of fat in the organism) on
the concentrations observed. Lead and cadmium occur in the lists
of chemicals of environmental importance (CEPA, 1999; EC, 2001a;
USEPA, 2007) and show the highest degree of ecotoxicological rele-
vance (Sparling et al., 2010). This is why attention was focused on
these elements.

2. Materials and methods
2.1. Remarks on Nile monitor populations

Nile monitors have long been exploited for the international skin
trade in Mali, Chad, Cameroon and Sudan (de Buffrénil and Hémery,
2007a,b) under the control of CITES (Washington convention on the
international trade in wildlife). Although annual CITES quotas for skin
exports were fixed at 180000 in 2010, 80000 in 2011, 70000 in 2010
and 150000 in 2001 for these four countries, respectively (CITES,
2011), actual gross skin exports have collapsed dramatically during
the last ten years. According to latest reports in CITES trade database
(http://www.unep-wcmc-apps.org/citestrade/report.cfm, year 2011)
no skins were officially exported from Mali, Chad, Cameroon or Sudan
in 2010, a trend that obviously reflects a change in the demands of
European and Japanese leather industries. The places where Nile
monitors are most intensively hunted are restricted to Lake Chad
(Chad, Cameroon and Nigeria) and the inner delta of the Niger River
(Mali), where teams of specialized hunters have for decades been
capturing several tens of thousands of monitors each year. In spite
of this intense harvest, local monitor populations seem to resist,
although slight accommodative modifications in their life history
traits (longevity, growth rates, female fecundity, etc.) may occur
(de Buffrénil and Hémery, 2007b). Intensive monitor harvesting is
now bound to cease as the demand for skins from main importing
countries decreases. Elsewhere in Africa, Nile monitors are moder-
ately but constantly hunted for food purposes. They nevertheless
remain common near water stretches (de Buffrénil and Hémery,
2007a,b).

V. niloticus is not considered globally threatened. It is classified
in CITES Appendix II (trade permitted under control) and is not
included in the IUCN Red List of Threatened Species. In addition, local
authorities tolerate its exploitation provided that it is conducted with
traditional techniques exclusively (de Buffrénil, 1993).

It is thus possible to use the by-products of hunting opportunis-
tically for pollution control. For this work we accompanied fishermen
during their ordinary activities. When they caught a monitor (in
general with large hooks baited with frogs) as described by de
Buffrénil (1993) and sacrificed it according to their traditional
practices, samples were collected from various tissues (see Sec-
tion 2.2) in presence of, and in cooperation with, local competent
authorities. The monitors were then returned to their owners who
generally consumed the meat.

2.2. Sampling sites, dates and sample collection

In Niger, specimens were collected from October to November
2009 near the cities of Diffa and Niamey, the capital. They were
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collected in Mali (November to December 2008) in two regions:
on the one hand, the adjacent cities of Niono and Molodo and on
the other hand, the village of Flabougou (Fig. 1). In each site, the
areas elicited for captures did not exceed 5 km?2. The four sites were
selected in order to compare three supposedly different situations
of environmental contamination (an urban site, two agricultural sites
and a control site) and consequently assess the sensitivity of our
biological indicator. Apart from the work of Zairi (2008), no data
related to environmental contamination by metals were found in any
of the four study areas. This author reported the concentrations of
16 metals or metalloids in the surface waters of the Komadougou-
Yobé River less than 50 km away from Diffa. Lead levels were very
low (<0.04 mg.I™"). To our knowledge, no specific study of metal
pollution in aquatic biota (plants and animals) has ever been con-
ducted at any of these sites.

Diffa is a small city located in the easternmost part of south Niger.
Nile monitors are common around Diffa in the fields irrigated by
the waters of the Komadougou-Yobé River and in the reservoirs
used for stocking water all year long. Agricultural activities (mainly
vegetable culture) are very ancient at that site. The Malian towns
Niono and Molodo are two medium-sized cities (some 5000 [2004
estimation| inhabitants) situated along the Sahel Channel in an
important rice culture zone. Nile monitors are frequently encountered
in the rice fields and in the irrigation channel network. In Diffa and
Niono/Molodo, metal pollution sources of anthropogenic origin are
limited. Cadmium accumulation may result from the use of phos-
phatic fertilizers (de Meefis et al., 2002; Pérez and Anderson, 2009;
Taylor, 1997) and we can assume that lead levels in the environment
around these places are slightly higher than the background levels
due to a number of activities: car use, burning of fuel wood and
agricultural waste, metallic solid waste piling, incineration of com-
bustible material from dumpsites, etc. (N'Riagu, 1992) Natural lead
deposition from aerial dusts originating from the Sahara desert is
supposed to be substantial in this area (N'Riagu, 1992; WMO, 1989).
Niamey is a large city (675 000 inhabitants in 2002) crossed by the
Niger River. Nile monitors were captured in or around the irrigated
fields located near the only bridge that was in use at the time of
sampling. Industrial activities in Niamey are limited to small
businesses, but road traffic on the bridge is very dense most of the

time. Road traffic is a potential source of local lead pollution; the
vicinity of the bridge is supposed to be the most heavily polluted of
our four sites. Finally the small village of Flabougou is located near
the “Boucle du Baoulé¢” national park along the “Nid du Serpent”, a large
but temporary tributary of the Baoulé River. To our knowledge, this
place is void of any significant anthropogenic pollution source and is
considered here as the reference site.

A total of 71 Nile Monitors were captured, distributed as follows:
18 in Niono and Molodo, 32 in Diffa, 7 in Niamey and 14 at the
reference site, Flabougou. All these specimens were caught by
villagers and fishermen with their traditional hook-based technique.
The large hooks in use (sea hooks, size no. 5 or no. 4) are not suited for
catching small individuals. Since female Nile monitors are somewhat
smaller than males (de Buffrénil et al., 1994), a slight bias towards
males could be suspected to have occurred in the samples. This
situation is nevertheless unlikely because previous studies of monitor
demography based on the same capture technique revealed no sig-
nificant difference between observed sex ratios and the theoretical
ratio of 1:1 known to occur in monitor populations (de Buffrénil et al.,
1994, see also King and Green, 1993).

Three measurements were made on each specimen: body mass
(BM), snout-vent length (SVL) and mass of abdominal fat (MF).
Two indices were calculated from these measurements: body con-
dition index (BC;=BM/SVL) and abdominal fat somatic index (FS;=
MF/BM). Median values (min.—max.) of BM, SVL, BC; and FS; are
given in Table 1. The following tissues were sampled in each
specimen: liver, kidney, proximal part of intestine, striated muscles
of the thigh, one femur. Samples were stored in clean polypropylene
pill-boxes and kept frozen until their analysis in the toxicology
laboratory of VetAgro-Sup/National Veterinary School of Lyon, France.

2.3. Metal analyses

Liver, kidney, intestine and striated muscle samples were dried
for 48 h at 70 °C, ground, homogenized, then digested and analyzed.
An amount of 0.15 to 0.25 g of each tissue was introduced in over-
night acid rinsed (65% nitric acid diluted 1:9) ceramic hearths and
added 1 ml 96% sulphuric acid diluted 1:1. Samples were then oven
incinerated, with a 10-hour rise in temperature from 20 to 700 °C,

Fig. 1. Location of the four sampling sites: Flabougou, the reference site (14.463091, —8.884141) and Niono (14.252429, —5.976305) in Mali; Niamey (13.505513, 2.104869) and

Diffa (13.3091, 12.62078) in Niger.
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Table 1

Morphometric data in local samples and in the whole sample for female and male Nile monitors. Comparisons were made between sexes from Mann-Whitney-Wilcoxon non-
parametric rank tests. Significant differences are represented for both sexes (*** p<0.001; * p<0.05).

Female (n=30) Male (n=41)
BM? SVLP BCi® Fsi¢ BM? SVLP BCi® Fsi¢
Flabougou (n=14) 1.50 458 0.033 0.027 224 492 0.045 0.044
(1.14-2.76) (39.5-52.5) (0.029-0.053) (0.001-0.072) (0.32-5.66) (25.7-66.6) (0.012-0.085) (0.003-0.063)
Niono (n=18) 1.34 421 0.032 0.032 2.30 46.2 0.050 0.052
(0.49-1.60) (31.0-45.2) (0.016-0.035) (0.009-0.043) (0.78-4.18) (32.0-58.4) (0.024-0.072) (0.017-0.082)
Diffa (n=32) 0.99 35.3 0.026 0.054 1.58 40.0 0.038 0.036
(0.61-1.98) (31.8-48.1) (0.018-0.042) (0.014-0.095) (0.34-3.44) (27.2-55.7) (0.013-0.062) (<0.0005-0.109)
Niamey (n=7) 2.08 52.9 0.039 0.019 2.90 53.0 0.049 0.018
(1.18-3.01) (42.5-58.0) (0.028-0.052) (0.007-0.023) (0.64-4.80) (32.1-67.2) (0.020-0.071) (0.002-0.031)
All four sites (n=71) 1.08"* 39.5* 0.028"** 0.042 1.98"* 45.7* 0.043"* 0.044
(0.49-3.01) (31.0-58.0) (0.016-0.053) (0.001-0.095) (0.32-5.66) (25.7-67.2) (0.012-0.085) (<0.0005-0.109)

Body Mass in kg; median value (minimum-maximum).
Snout-vent length in cm; median value (minimum-maximum).
Body condition index; median value (minimum-maximum).
Fat somatic index; median value (minimum-maximum).

then a 6-hour plateau at 700 °C and a passive cooling. They were then
added 2 ml 65% nitric acid diluted 1:1 and heated gently on hot plates
until total evaporation. Once cooled down, 1 ml 65% nitric acid diluted
1:9 was used to retrieve metals from the hearths. Samples were then
brought to a final volume of 10 ml with deionised water.

In each femur a 2.5 mm transversal section was cut with a
diamond-edged circular saw at the level of the nutritive hole. This part
of the bone is ontogenetically the oldest and the cortex in this region
is both thick and absolutely void of inner, intracortical remodeling;
however, it undergoes an extensive (but variably pronounced among
individuals) process of perimedullar resorption (de Buffrénil and
Castanet, 2000; de Buffrénil et al., 2008). The samples were dried
and defatted with increasing concentrations drenching (70%, 95% and
100%) of Normapur ethanol (VWR Int., Strasbourg, France) and
Pestanal acetone (Sigma, Saint-Quentin-Fallavier, France). Remnants
of bone marrow could then be completely removed with a smooth
paint brush. Clean bone sections (60 to 110 mg) were thoroughly acid
washed, rinsed with deionised water, dried and weighed. High
pressure microwave digestion (Ethos Plus 2 Microwave Labstation,
Milestone s.r.l., Sorisole, Italy) was made in Teflon inserts in contact of
1 ml concentrated 65% nitric acid. The reactors contained 3 ml 35%
hydrogen peroxide and 10 ml deionised water. Reaction timing was as
follows: a 20 min rise from 20 to 180 °C, a 10 min plateau at 180 °C
and a passive cooling. Samples were brought with deionised water to
a final volume of 10 ml.

In each animal lead and cadmium quantifications were performed
for the 5 tissues with a Unicam 989 QZ graphite furnace atomic
absorption spectrophotometer (Thermo Optek, Trappes, France). For
lead, a six points calibration line was established by least squares
regression from a blank and daily prepared lead (II) nitrate solutions
at 2, 5, 10, 15 and 20 ug.kg~'; for cadmium a six points calibration
curve was established by linear regression from a blank and daily
prepared cadmium sulfate solutions at 0.5, 1, 2, 4 and 5 pg.kg™". In
both cases the calibration was accepted when the correlation
coefficient was >0.995. Concentrated calibration standard solutions
of lead and cadmium were analyzed at the end of each analysis series
in order to detect a possible drift in elemental detection. The values of
these signal drifts ranged between —5.2% and +10.1% (lead) and
between —10.0% and +6.8% (cadmium). Blanks and spikes were
included in each sample batch analyzed. Recovery rates were always
above 80% for lead (with one exception at 73.4%) and always above
80% for cadmium spiked liver, kidney, intestine and muscle samples
with the dry digestion techniques. For bone analysis with the
microwave digestion technique, positive controls consisted in NIST
standard reference material no. 1400 for lead (recovery rates were
always above 80% with one exception at 77.7%) and spiked samples
for cadmium (recovery rates were always above 90%). Quantification

limit was computed based on the lowest calibration point with a
coefficient of variation (CV)<10% and taking into consideration a 10-
fold dilution. Quantification limits were determined at 20 ng.g~ " and
5ng.g~ ! for lead and cadmium respectively, in all biological samples.
For each metal, 10 blank samples spiked at the limit of quantification
were tested to verify this value (with a CV<15%).

Deionised water used for all dilutions had a minimum resistivity of
18.2 MQ.cm. The lead (II) nitrate, all acids and the hydrogen peroxide
solution were supplied by Merck, Darmstadt, Germany, and were the
purest quality available. Cadmium sulfate was supplied by Sigma
Chemical Co., St Louis, MO, USA.

2.4. Statistical analyses

Potential imbalance in global and local sex ratios was examined
with %2 tests. In the whole sample, Mann-Whitney-Wilcoxon non
parametric rank tests were used to investigate possible sex based
differences in individual characteristics (BM, SVL, BC; and FS;); and
Kruskal-Wallis non-parametric identity test was employed to
compare BM and SVL between the sampling sites, with implementa-
tion of the Bonferroni correction method to address the problem of
the multiple comparisons. The correlation between the concentra-
tions of lead and the concentrations of cadmium in the tissues was
evaluated with Spearman non parametric correlation tests.

We tested the effects of five factors (sex, tissue, sampling site, SVL
and FS;) on lead and cadmium concentrations by an analysis of
variance, using a mixed linear model analysis with the package nlme
of the software R (R Development Core Team, 2010). Due to the
distribution of the data, lead and cadmium concentrations as well
as the variable snout-vent length underwent a decimal logarithm
transformation before being included in the model. We considered
in this model the fixed effect of three qualitative factors (sex, tissue
and sampling site) and two quantitative variables (SVL and FS;). Our
model also took into account one random effect: the individual
random effect (i.e. the model takes into account that the different
tissues of a given monitor actually belong to a single individual).
Additionally, we introduced in this model the first order interactions
between the qualitative factors (except for the random one) and the
interactions between each qualitative variable with each quantitative
factor.

The inclusion of the variable tissue was justified by a possible
propensity of pollutants to accumulate differentially in various organs
and variable sampling site by potential differences that may occur in
environmental pollution levels between local sites. Sex is recognized
as a critical feature in organism contamination patterns, at least
because females can remove certain contaminants from their tissues
when gravid (Hall, 1980). Variables snout-vent length and body mass
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on the one hand, and variables FS; and BC; on the other, are correlated
(p<10~"3 for both). Thus we chose to include only one variable of
each pair in the model. In monitors, snout-vent length is closely
related to age (de Buffrénil et al., 1994), making this characteristic
essential when bioaccumulative processes are to be addressed. Fat
somatic index reflects the amount of food that the monitors have
consumed since the beginning of their annual activity period.
Variation in this index may have substantial bearing on physiological
or behavioral performances and thus affect the contamination
processes.

When a result was below the quantification limit, it was set at
the threshold, ie. 20 ng.g~! for lead and 5ng.g~! for cadmium.
The normality hypothesis may therefore not always be respected.
However no mixed linear model analysis integrating censored data is
available. Additionally, a common alternative using non parametric
tests would excessively simplify the analysis, especially ignoring
potential interactions between factors and preventing a global
analysis. Therefore, keeping this potential source of error in mind,
the use of this model was maintained.

Although the analysis through the model considered the quantita-
tive values, the quantitative variables were grouped into classes for
clear visualization in graphical representations. For SVL, distinction
was made between a) subadults (SVL<40cm), b) adults (40 cm<
SVL<50 cm) and c) large adults (SVL>50 cm) and for FS; distinction
was made between a) low (FS;<0.02),b) intermediate (0.02 <FS;<0.04)
and c) high (FS;>0.04) FS; Classical interaction plots (Chambers
et al,, 1992) were then used to represent and interpret the influence
of the significant factors of the model on the logarithm of the values of
metal concentrations.

3. Results
3.1. Morphometric data

The whole sample comprises of 41 males and 30 females. Sex ratio
was calculated as npaes/N. Beyond remarkable (though not signifi-
cant) local differences (sex ratios range from 0.47 in Diffa to 0.72 in
Niono) most probably due to the small size of local samples, we could
not find evidence of any significant imbalance in the overall sex ratio
for the 71 individuals. Basically, the sex ratio in varanids is genetically
determined and not different from the ratio 1:1 (e.g. de Buffrénil and
Hémery, 2007a,b). We did not proceed to comparisons at local levels
since the sizes of local samples are not large enough to perform
meaningful statistical tests. Snout-vent length ranges from 25.7 to
67.2 cm and body mass from 320 to 5660 g. Males are significantly
longer and heavier than females (p<0.02 and p<10~3, respectively).
The relative mass of abdominal fat, FS;, is not significantly different
between genders whereas BC; is higher in males (p<5.10~%), a dif-
ference that could possibly reflect a slight morphological dimorphism.

3.2. Metal quantifications

Because of the logarithmic pattern of data distributions, median
values were considered here as the best expression of the central
tendencies for lead and cadmium (non-transformed) concentrations
in each tissue. Table 2 details the lead and cadmium median values
detected in the tissues within the whole sample and for both sexes,
with respect to sampling sites.

For each of the 71 monitors, quantifiable amounts of lead and
cadmium could be detected at least in one tissue sample. Moreover
the results also show that for the whole sample, lead levels are
positively correlated to cadmium levels in every tissue (p always
below 5.1072; 4+ 0.30<p<+0.61) with the exception of bone. Beyond
the general occurrence of pollutants, there is a considerable variability
in contamination frequencies and pollutant concentrations for each
of the two metals.

Table 2

Lead and cadmium concentrations (ng.g~' dry weight) in male and female tissues (median value, min., max.).

Cadmium

Lead

Kidney Liver Muscle Bone Intestine Kidney Liver Muscle

Intestine

Bone

Mali-Flabougou

' (n

qt (qt-8.8)
qt (qt-7.9)

441 (19.0-161.0)

qt (qt-125) 202 (114-410) 122 (qt-52.9)

32.1 (qt-667.6) 66.5 (28.3-101.1) 96.0 (qt-214.2) qt (qt-53.6)

106.7 (31.1-394.1)

9)

72.8 (40.2-148.9)

68.8 (59.9-91.5) 430 (qt-1222) 68 (qt-115) 387 (12.0-51.1)  70.1 (16.9-111.9)

135.7 (100.9-178.0)

61.6 (qt-128.6)

241.8 (100.0-522.8)

2 (n=5)

Mali-Niono

qt (qt-7.7)
qt (qt-qt)

40.9 (20.1-237.8)

qt (qt-17.4) 480 (qt-245.5)  20.1 (10.5-98.5)

qt (qt-104.1)
qt (qt-191.9)

59.6 (qt-119.5)

76.7 (qt-172.4)

116.4 (20-543.9)
88.9 (39.8-149.1)

332.7 (50.2-1958.4)
258.0 (174.1-539.0)

13)

(n=

2 (n=5)

J

705 (31.2-166.4)

49.1 (19.2-62.0)

60.2 (10.6-83.2)

8.5 (qt-22.2)

97.1 (28.4-129.2)

175.6 (98.9-232.9)

Niger-Diffa

' (n
?

qt (qt-14.0)

qt (qt-8.1)

81.6 (30.0-331.6)
38.4 (19.2-340.0)

63.1 (37.6-116.9)
79.4 (53.6-214.2)

73 (qt-11.6)  96.9 (13.7-268.0)
98.2 (12.6-249.9)

72.8 (32.9-258.3)
89.6 (38.8-249.2)

1995 (qt-484.1) 292.3 (154.6-1279.3)  123.1 (78.1-639.0)

445.1 (106.7-4672.5)
366.2 (72.6-1323.4)

15)
17)

85 (qt-17.1)

1123 (52.4-249.9)

482.4 (243.9-1039.0)

156.7 (90.9-2600.5)

(n

qt (qt-13.1)

qt

134.9 (15.4-437.2)

86.8 (54.3-122.9)

68.3 (26.4-110.1)

181.0

qt (qt-7.0)
qt (qt-8.6)

114.8 (94.0-180.9)
82.2 (77.1-84.9)

1733 (57.2-239.4)

226.8 (129.7-247.4)
320.0 (296.0-320.0

92.2 (29.0-155.5)

823

329.9 (51.0-701.0)

4)

Niger-Niamey

' (n

302.5 (57.9-543.9)

253.0 (123.1-302.2)

144.0 (103.4-203.6)

118.0 (92.1-393.2)

2 (n=3)

All four sites

' (n

qt (<qt-14.0)
qt (<qt-8.1)

51.5 (15.4-437.2)
57.8 (19.2-543.9)

57.5 (<qt-268.0)  43.0 (<qt-122.9)
59.1 (10.6-249.9)

qt (<qt-17.4)

129.7 (<qt-12793)  96.5 (<qt-639.0) 4038 (<qt-258.3)
344.0 (98.9-1039.0)

123.1 (<qt-667.6)

315.8 (31.1-4672.5)
320.2 (72.6-1323.4)

41)

702 (16.9-302.2)

7.6 (<qt-22.2)

79.6 (<qt-249.2)

108.6 (28.4-249.9)

1389 (<qt-2600.5)

9 (n=30)

4739
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3.2.1. Lead concentrations

Three explicative factors have a significant influence on lead con-
centrations (expressed in logarithmic values) when considered alone:
sex (p<0.0001), tissue (p<0.0001) and sampling site (p<0.0001).
Moreover, interactions between factors ie. tissue-sex (p<0.002),
tissue-sampling site (p<0.0005) and tissue-log;oSVL (p<0.005), also
help to explain log[Pb]. Log;oSVL, which is not a significant factor
when considered separately, becomes significant when associated
with the factor tissue.

The effect of the significant interaction tissue-sex on the mean
values of log[Pb] can be visualized in Fig. 2a. In males and females, log
[Pb] is relatively higher in bone, lower in muscle and of intermediate
level in liver and intestine. The logarithm of lead concentration in
female tissues always appears to be higher than in males, a trend
which is especially obvious in kidneys, in which log|[Pb] is high in
females (even higher than in bone) and moderate in males. The latter
difference explains on its own the significance of the interaction
tissue-sex. Fig. 2b represents the mean values of log[Pb] in local
samples for the various tissues. The monitors from Flabougou always
presented the lowest log[Pb] with the exception of the liver. Monitors
had generally higher log[Pb] in their tissues when originating from
Diffa and Niamey than from Niono and Flabougou. The monitors from
Niger always exhibited higher log[Pb] than Malian ones, with the
exception of the bones and intestines of the specimens from Niono.
Fig. 2c shows the mean values of log[Pb] in the different tissues,
according to size classes. Although subadult monitors always display
higher log[Pb] than large adults, the shape of the graphic represen-
tations differs for each tissue: there is a regular decrease from
subadults to adults and large adults in kidney, intestine and muscle.
However, in bone and liver log[Pb] slightly increases from subadults
to adults, before decreasing steeply from adults to large adults.

3.2.2. Cadmium concentrations

Tissue (p<0.0001), sex (p<0.0005), sampling site (p<0.0001),
log1oSVL (p<0.02) and FS; (p<0.0001) are all five significant for log
[Cd] in monitors' tissues. The logarithm of cadmium concentration
is also influenced by the three interactions already observed for
lead: tissue-sex (p<0.0001), tissue-sampling site (p<0.0001) and
tissue-log;oSVL (p<0.0001), as well as three other ones: sampling
site-log1oSVL (p<0.05), sampling site-FS; (p<0.001) and tissue-FS;
(p<0.0001).

Fig. 3a shows the effect of the significant interaction tissue-sex
on the mean values of log[Cd]. In both genders, log[Cd] is far higher
in liver, intestine and kidney, than in bone and muscle. As for lead,
mean log[Cd] reaches a peak value in female kidneys and the con-
siderable difference in log[Cd] in this tissue between males and
females accounts for the significance of this interaction. The mean
values of log[Cd] in the various tissues for the four local samples are
represented in Fig. 3b. The least contaminated tissues, bone and
muscle, display very low levels in all sites. When considering the three
tissues that are consistently contaminated, i.e. liver, intestine and
kidney, log[Cd] is generally higher in the specimens from Diffa
and Niamey than in those from Niono and especially Flabougou where
the values of log[Cd] are lowest. This situation was already observed
for lead; however, liver contamination levels in the monitors from
Diffa on the one hand, and from Niono and Flabougou on the other
hand are very close to each other. The influence of the size classes on
the mean values of log[Cd] in the four sampling sites can be observed
in Fig. 3c. Log[Cd] always increases with increasing size in the
monitors from Diffa, Niamey and Flabougou, whereas it is highest in
subadults from Niono. Fig. 3d shows the influence of the interaction
involving FS; and the sampling sites on the mean values of log[Cd].
Opposite to size, increasing FS; in monitors from Diffa, Niamey and
Niono corresponds to a decrease in log[Cd]. The interaction between
the tissues and log;oSVL can be visualized in Fig. 3e. The significance
of this interaction can be explained by a substantial increase in liver
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Fig. 2. a. Mean values of log[Pb] in male and female tissues. b. Mean values of log[Pb] in
local samples in the various tissues. c. Mean values of log[Pb] in the different tissues
according to size classes.

log[Cd] with increasing size, whereas the logarithm of cadmium
concentrations tends to remain at a steady value or even decrease
during growth in other tissues. Fig. 3f shows the influence of the
interaction between the tissues and the FS; classes on the mean values
of log[Cd]. The evolution of log[Cd] with increasing FS; looks quite
different when the tissues that have a feeble capacity for cadmium
accumulation (bone and muscle) are compared with other tissues.
Log[Cd] in kidney, intestine and more obviously liver decrease with
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increasing FS;, whereas they increase or remain stable in bone and
muscle. However, as regards the last two interactions mentioned, a
possible variation in log[Cd] in muscle with increasing size or FS;
would not be necessarily observable since cadmium concentrations in
this tissue often proved to be under the quantification limit.

4. Discussion

This study reveals that the four sampling sites are poorly con-
taminated in general; however, pronounced interindividual variability

in pollutant loads was observed, even among specimens from the
same site. The meaning of this variability, an important issue for the
practical use of Nile monitors in pollution surveys, is discussed below.
A part of this variability could possibly be explained by stochastic
causes (see Section 4.1). Metal loads in the tissues of our monitors do not
raise any obvious concern for the monitors themselves (Section 4.2).
They should not represent a health hazard for occasional human
consumers, like most villagers, but could become more problematic for
regular consumers (Section 4.3). The contamination pattern of target
tissues is globally in line with the organotropisms already evidenced
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in other sauropsids (Section 4.4). The differences observed between
sites in the contaminations patterns displayed by the monitors are
further considered below (Section 4.5). Lastly, the effects of indi-
vidual parameters on metal concentrations will be discussed in part
Section 4.6.

4.1. Indication of environmental contamination

To our knowledge, this study is the first investigation into metal
contamination in the tissues of wild-caught Nile monitors; compar-
ative data are thus scarce and indirect. Because sources of massive
pollution by metals are very limited in Niger and Mali, it was
hypothesized that contamination in monitor lizards should be close to
background levels. The overall lead and cadmium levels observed in
our specimens indeed proved to be low yet quantifiable. This result
confirms the absence of important environmental contamination by
these elements in the study sites. However, the correlation between
lead and cadmium contamination levels in most of the tissues is
unlikely to reflect a natural situation and thus suggests that the
background contamination is of anthropogenic origin.

In this study, it was intentionally chosen to consider the median
values of metal levels because they represent the central tendencies
of our sample better than mean values would do. This choice tends
to reduce the influence of extreme values on the global results, with
the consequence of a lessening of assessed pollutant levels. Al-
though overall levels are low, some individuals clearly display much
higher contamination levels, at least for lead (several monitors have
700 ng.g ' in bone and one specimen has more than 4500 ng.g™").
The explanation for a given contamination level in a single animal,
whatever the tissue considered, is a complex combination of several
factors. Intrinsic factors, such as specific or individual traits (e.g.,
sex, size, age, reproductive status, body condition, importance of
parasitism), as well as extrinsic parameters such as the contaminant
levels in the different compartments (biotic and abiotic) of the
ecosystem, the combined presence of several pollutants, or physico-
chemical parameters of the environment can play a significant role
(Peakall and Burger, 2003; Ramade, 2010). Moreover, additional
stochastic events related to exposition history can also be determi-
nant. As an example, a monitor may ingest a prey containing lead
pellets and consequently display higher lead levels than similar
individuals captured in the same area (see on this topic Lance et al.,
2006). Such stochastic events may interfere with the overall
contamination patterns prevailing in biological samples by skewing
mean parameters towards higher values. This is why median values
were considered more reliable and thus used in this study instead of
mean values. Individual tissue concentrations therefore reflect the
risk (i.e., danger combined to exposition) associated to a given area.
However, only median values resulting from measurements in a sig-
nificant number of individuals can give information on the environ-
mental contamination proper to a given area. This methodological
constraint is relevant to all predator species. In this respect, the
interest of the Nile monitor is all the most obvious since: i) this lizard
is regularly exploited, a situation that allows rapid collections of large
samples in order to reduce the consequences of individual variability
and ii) it is sedentary (though very mobile), which tends to limit the
occurrence of stochastic exposure events, as compared to migratory
species with much larger home ranges.

In the Nile monitor, territories generally overlap and range from
some tens of square meters in juveniles to an average of 5 ha in adult
males (Lenz, 1995, 2004). The spatial resolution of the Nile monitor as
a tool for characterizing pollution can thus be very sharp and reflect
the pattern of environmental contamination on a small scale. In the
present study, the spatial resolution of our data for each local sample
corresponds to the total area covered by the individual territories of
all the specimens in the sample, i.e. some 5 km? at most, as mentioned
above.

4.2. Health hazard to the monitors

A possible important bias in our sampling strategy could have
been that monitors heavily contaminated with metals are more likely
to die and thus would not be included in the sample. However, the
levels found in dorsal or leg muscle of apparently healthy Vietnamese
V. salvator (14 ug.g~" dry weight) studied by Boman et al. (2001)
demonstrate that other Varanus species, ecologically and morpholog-
ically very similar to the Nile monitor, can bear incomparably higher
lead contamination without evident adverse effect. Moreover, in
an experimental study dealing with Podarcis sicula (Lacertidae),
Trinchella et al. (2006) showed that this species can withstand con-
siderable acute or chronic cadmium exposures without survival
being affected. Although this work deals with another lizard taxon
than the Varanidae, it shows that a species of the same sub-order
(Autarchoglossa) can undergo an important cadmium exposure
without increased mortality. However, since closely related taxa can
display very different responses to the same levels of cadmium
(Burger, 2008), extrapolation to monitors must be considered with
caution. In general, our results stand well below the values measured
in other studies in similar tissues from free-ranging reptiles (see
Grillitsch and Schiesari, 2010, for an extensive review of lead and
cadmium contamination of target tissues in the three main orders of
Reptilia). Of course, this by no means reflects an experimental failure
in our dosages because recovery rates for spiked samples and
reference material were all satisfactory. Finally, the comparison of
our results to these data suggests no noticeable health hazard for the
monitors themselves.

4.3. Hazard to human consumers

In our specimens, lead and cadmium levels in muscle samples
never exceed 300 and 15 ng.g ', respectively. Since the consumption
of monitor meat by humans is usually a minor, occasional food income,
it would involve no evident health hazard related to lead or cad-
mium (UE maximum residue limits in meat are 100 and 50 ng.g !,
respectively; EC, 2001b). However, some human populations, espe-
cially professional hunters or fishermen living near large water
stretches, may consume monitor meat on a daily basis (at least
seasonally; de Buffrénil, 1993). In these conditions the contamination
levels occurring in monitor meat could actually represent a non
negligible threat for the health of these populations. Indeed,
comparable metal levels in the diet are known to provoke neurological
and behavioral disturbances in mammals (Peakall and Burger, 2003).

4.4. Tissue contamination

Although most of the monitors examined in this study were
exposed to relatively low pollution, the hierarchy of pollutant levels
in their tissues reflects the pattern of organotropisms generally
described by previous authors in diverse reptile taxa that were
submitted to lead or cadmium (Almli et al., 2005; Beresford et al.,
1981; Burger et al., 2007; Campbell et al., 2005; Caurant et al., 1999;
Frias-Espericueta et al., 2006; Hopkins et al., 2001, 2002; Lance et al.,
2006; Sakai et al., 2000; Storelli et al., 1998; Rie et al., 2001; Xu et al.,
2006; see also Sparling et al., 2010, for an overview on reptile tissues
contamination data). Important and long-lasting exposure to con-
taminants is considered to be a necessary condition for the emergence
of well defined patterns of metal concentration among tissues (Burger
et al., 2005; Grillitsch and Schiesari, 2010). The example of the Nile
monitor suggests that this condition may not be of general necessity.
For lead, the hierarchy that we observed in our sample is the fol-
lowing: in males, bone>[kidney, intestine, liver]>muscle; in females,
[bone, kidney]>[intestine, liver]>muscle. For cadmium, this hierar-
chy is identical for both genders: [liver, intestine, kidney]>[bone,
muscle]. These general trends diverge from previous data on two
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points only: i) According to most studies, it is very unusual to mea-
sure the highest lead level in a tissue other than bone; however, we
surprisingly found the highest individual lead level in the intestine in
females. ii) Although the maximum lead levels in bone were greater
than in kidney in both genders and at any site, median lead values
in the females from Niger were higher in kidney than in bone. The
meaning of these peculiarities remains obscure. Moreover, important
lead and cadmium levels in the intestine, as observed in our monitors,
is particularly noteworthy since very few studies dealt with metal
quantifications in this tissue in squamates. Though not addressing
directly any temporal aspect, this result is in general agreement with
the experimental works by Trinchella et al. (2006) and Mann et al.
(2007) who showed in Podarcis sp. (Lacertidae) that cadmium
preferentially accumulates in the intestine and remains for long
periods in the liver at greater levels than in the kidneys. The latter
would finally be the main target for long-term cadmium accumulation
(Grillitsch and Schiesari, 2010). The ratio [Cd]kidney / [Cd]iiver in the
Nile monitors is higher than in experimental Podarcis specimens,
which could be explained by a mere problem of timing: since Nile
monitors are long-living animals (e.g. de Buffrénil et al., 1994),
cadmium level in their kidneys is likely to be the result of a longer
accumulation process than in the shorter living Podarcis (Castanet and
Roche, 1981). This process would substantiate the hypothesis
proposed by Mann et al. (2007): with longer exposure duration, the
ratio [Cd]kidney / [Cd]iiver tends to increase gradually until [Cd] in
kidney becomes the greatest, as in most of the other taxa studied
hitherto. Of course, additional experimental studies are wanted in
order to further decipher the intriguing question of the kinetics of
cadmium accumulation in Squamate tissues.

The question of gender-related differences in metal levels has
already been addressed in sauropsids (review in Burger, 2007) and
seems to vary depending on the animal species considered and the
nature of the pollutant. The higher contamination in females, as
compared to males, observed in our study would meet the obser-
vation by Burger et al. (2004) in Anolis sagrei (whole body). In our
monitors, like in A. sagrei (Burger et al., op. cit.), this situation could
possibly reflect differences in male and female diets. Soil, litter and
sediment dwelling animals such as annelids, arthropods and molluscs
are particularly prone to metal accumulation due to the contamina-
tion of their habitat (Bronmark and Hansson, 2002; Elder and Collins,
1991; Vahter et al., 2007). Since female Nile monitors grow slower
(de Buffrénil et al, 1994; de Buffrénil and Hémery, 2007a,b) and
thus feed on such prey for a longer period than males, they could
progressively become more heavily contaminated. Another possible
explanation would refer to sex-based differences in intestinal
absorption. In humans, lead and especially cadmium uptake is greater
when body iron stores are at low levels (Goyer, 1997; Jdrup et al.,
1998), a phenomenon that could also occur in sauropsids. In monitors,
both genders could indeed have contrasted levels in body iron stores,
especially if males are compared to gravid females in which a sub-
stantial part of iron body reserves can be transferred into eggs
(relative clutch mass is extremely elevated in Nile monitors; de
Buffrénil and Rimblot-Baly, 1999). Such a process could finally result
in higher contamination levels in females.

In our sample, kidneys display higher lead and cadmium levels
in females than in males, a feature that greatly contributes to the
differences in global contamination levels observed between genders,
and could ultimately refer to physiological causes. The high affinity
of cadmium for estrogen receptors has been evidenced in mice (Stoica
et al., 2000). Two kinds of estrogen receptors occur in the murine
kidney cortex: o and 3 receptors. According to Rogers et al.'s (2007)
data, the relative abundance of o and (3 receptors in the kidney is
uneven in male and female rats. Such discrepancies could finally
explain differences in global cadmium affinity in the kidney cortex
between genders. If a similar situation occurs also in monitors, this
could explain why metal concentrations are higher in female kidneys,

at least for cadmium. Attention should thus be called in the future to
a potential risk of endocrine disruption in monitor populations due
to pollution by metals (Vahter et al., 2007).

4.5. Site contamination

As expected, Flabougou, which was considered in this work as
the reference site, proved to be the less contaminated. Our results
indicate that monitors from Niger are more contaminated than those
from Mali; particularly, the lead and cadmium loads in the specimens
from Diffa are greater than in those from Niono. This situation could
be due to a possible difference in the local use of agricultural
chemicals containing metals. More probably however, it is likely to
reflect the greater proportion of females caught at the two Nigerien
sites: since females tend to be more contaminated than males their
over-representation (that is not statistically significant in terms of
sex-ratio) in some samples necessarily bears on the final results.

4.6. Influence of morphometric variables

As other variables, SVL and FS; are to be considered in interaction
with other factors. Surprisingly, lead does not appear to concentrate
in monitors' tissues with increasing length (in other words with age,
de Buffrénil et al., 1994) even in bone — a tissue commonly known
as an excellent accumulator for that element (Aufderheide and
Wittmers, 1992; Burger et al., 1992; O'Flaherty, 1992; Rabinowitz,
1991; Sparling et al., 2010). The most consistent hypothesis that
could explain the paradoxical situation of the osseous tissue in our
sample refers to the growth pattern of the femur shaft, in which bone
samplings were made. Indeed, although the cortex of long bones in
monitors (and other lepidosaurians) undergoes no Haversian remo-
deling or intracortical resorption, there is nevertheless an extensive,
superficial resorption around the medullar cavity (de Buffrénil and
Castanet, 2000; de Buffrénil and Francillon-Vieillot, 2001; de Buffrénil
et al., 1994, 2008). This process, responsible for the maintenance of
the inner architecture of the bones during growth, destroys the
deepest cortical layers that formed early in ontogeny, when the
monitors fed on more heavily contaminated prey (see Section 4.4).
Therefore, when a monitor grows, there is a progressive elimination of
the parts of the cortex where lead contamination is susceptible to be
heaviest. Conversely, the cortical layers that form in relatively late
ontogenetic stages are likely to be less contaminated because the prey
of the monitor have then changed to include a greater proportion of
supposedly less contaminated species (small to medium aquatic and
terrestrial vertebrates; Cissé, 1972). In addition, the vascular supply of
bone cortices decreases during growth in monitor lizards (de Buffrénil
etal, 2008); as a consequence, late (superficial) cortical layers should
receive fewer pollutants from the blood flow than earlier layers. The
interesting question of a possible relationship between the morpho-
genetic processes occurring in the bones and the dynamics of their
local contamination by metals remains very poorly studied. Future
studies should address this question that obviously controls the
strategy to be employed when sampling bone for lead quantification.

The only noticeable bearing of SVL on log[Cd] is the increase in
cadmium concentration of the liver with size. Although this corresponds
to a phenomenon already observed in reptiles (see Section 4.4), we also
expected cadmium to accumulate in the kidneys and even at a greater
rate than in the liver.

In the tissues most heavily contaminated by cadmium (i.e. intestine,
kidney and liver), and especially in the liver, log[Cd] decreases with
increasing FS;. The latter factor reflects the recent foraging activity of the
monitors (between their arousal from hibernation until their capture,
ie. 4 to 5 months later) and may be interpreted as an index of their
current health status. Once again the precise reasons of the kinetics of
cadmium in relation to FS; remains unexplained and calls for further
studies on larger biological samples.
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5. Conclusions

The aim of this work was to develop a new ecological tool for
characterizing contamination by heavy metals in African wetlands. As
a first step, the practicability of this new tool was validated since lead
and cadmium quantifications in monitor tissues enable detection
of subtle differences between environmental contamination levels,
even in lightly contaminated sites. For the time being, the sampling
strategy can consider adult males and adult females indifferently
provided the tissue used for lead quantification is bone, and for
cadmium quantification, the intestine. This choice is justified by the
fact that these tissues display relatively elevated metal levels, with
results remaining approximately regular regardless of sex and size,
but depending on the sampling site. The use of a significant number of
monitors in the samples is necessary to avoid confusion due to the
potential influence of stochastic events on individual contamination.
The spatial resolution of the Nile monitor as a tool for characterizing
pollution might well be very sharp and thus reflect the risks and the
patterns of environmental contamination on a very small scale.

The lead levels measured in the tissues of our monitors are far
below the concentrations reported for healthy varanids in other
studies. Though cadmium measurements in varanids are lacking in
literature, the concentrations observed in this study appear to be very
low. Therefore, these contaminant levels do not justify any toxico-
logical concern for the monitors themselves. Moreover, monitor meat
does not present any special hazard for human populations, with the
exception of the few fishermen and professional hunters who are
accustomed to eat monitor meat each day during their long-term
field operations. However, beyond the case of monitor lizards, this
situation is common to most bush meat items.
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RESULTATS ET DISCUSSION

(Pour plus de détails et pour les références bibliographiques, se référer aux parties

« Résultats », Discussion » et « Conclusions » de la publication précédente.)

Valeur de l'outil et contamination des sites — Cette étude est la premiere qui ait abordé la
contamination des tissus de varans du Nil par des métaux. Conformément a ce que laissait
entendre la rareté de sources de pollution par le plomb et le cadmium au Mali et au Niger,
les concentrations de ces éléments se sont révélées généralement faibles dans les tissus des
varans, mais toutefois quantifiables. Notons que la corrélation positive entre les niveaux du
plomb et ceux du cadmium incite a penser que la contamination n’est pas d’origine

naturelle, mais anthropique.

Bien que les niveaux retrouvés dans les tissus des varans se soient généralement révélés bas,
certains individus présentaient des charges tissulaires bien supérieures aux valeurs médianes
(notamment pour le plomb). Or, le niveau de contamination d’un individu donné est le
résultat de la combinaison d’un grand nombre de facteurs qu’il est possible de classer en

deux groupes :

- les facteurs intrinseques qui peuvent étre soit : propres a l'individu, e.g. le sexe, I'age,
la taille, le statut reproducteur, la condition physique, le degré de parasitisme, etc. ;
soit propres a I'espéce ou a la population, e.g. le régime alimentaire, I'habitat, la

taille maximale spécifique, I'age de premiéere reproduction, etc.

- les facteurs extrinseques ou relatifs a I’'environnement : e.g. la concentration des

contaminants dans différents compartiments (biotiques ou abiotiques) de
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I’écosysteme, les parametres physicochimiques des biotopes, la présence combinée

de plusieurs especes chimiques, etc.

Cependant, le niveau de contamination d'un varan découle aussi d’événements
stochastiques liés a I'histoire d’exposition de chaque individu. A titre d’exemple, un
spécimen peut ingérer une proie contenant des plombs de chasse et par suite présenter des
niveaux de contamination au plomb bien plus élevés que d’autres spécimens, pourtant
comparables et capturés sur la méme zone. Lorsque de telles situations se produisent, le
niveau de contamination général propre a un échantillon de plusieurs animaux se trouve
indéniablement décalé vers des valeurs plus élevées. C'est pourquoi I'utilisation des valeurs
médianes a été préférée a celle des valeurs moyennes, lesquelles s’averent trop sensibles au
«poids» des individus exceptionnels ou aberrants. D’un point de vue méthodologique, la
conséquence principale de ce constat est que les concentrations tissulaires individuelles
refletent, lorsqu’elles sont considérées une a une, le risque associé a une zone, en y incluant
de possibles aléas stochastiques. En revanche, ce sont les valeurs médianes découlant de
I’'analyse des tissus provenant d’un nombre considérable d’individus qui peuvent, le mieux,

nous renseigner sur la contamination environnementale relative a un site donné.

Cette contrainte méthodologique est propre a toute espéce sentinelle. L'utilisation du varan
du Nil est d’autant plus pertinente qu’'un nombre considérable de spécimens peut étre
prélevé régulierement en tirant profit de la chasse. De plus, I'espece étant sédentaire, la
survenue d’événements stochastiques est limitée, au moins comparativement aux especes

migratrices.

Comme il a déja été dit, chez le varan du Nil, les territoires sont de surface réduite. La

résolution spatiale de cet indicateur est donc potentiellement trés fine, et se rapporte
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finalement a la surface couverte par I'ensemble des territoires des spécimens inclus dans
chaque échantillon, soit dans la présente étude une zone de cing kilomeétres carrés tout au

plus.

Les valeurs médianes des concentrations en métaux dans les tissus représentent le résultat
de l'intégration par les varans de la contamination des différents compartiments de
I’écosysteme. Au vu des résultats, les quatre sites d’échantillonnage ne semblent donc pas
présenter de risque remarquable en ce qui concerne le plomb et le cadmium. Les valeurs les
plus faibles sont bel et bien retrouvées au site témoin. Les varans du Niger sont globalement
plus contaminés que ceux du Mali. Les varans de Niamey, site pourtant supposé le plus
lourdement contaminé par les métaux (tout du moins par le plomb), semblent moins
contaminés que ceux de Diffa ; mais I’échantillon de varans capturés a Niamey compte peu

d’individus (sept seulement).

Contamination des tissus — Bien que les charges tissulaires soient relativement faibles chez
les varans de cette étude, la hiérarchie des concentrations en métaux respecte celle décrite

chez d’autres reptiles :

- Plomb: pour les males : os > [rein, intestin, foie] > muscle
pour les femelles:  [os, rein] > [intestin, foie] > muscle
- Cadmium: pourles deux sexes : [foie, intestin, rein] > [0os, muscle]

Ces tendances générales divergent par rapport aux données précédentes en deux points : 1)
Il est inhabituel de trouver les niveaux de contamination individuelle au plomb les plus
élevés dans un tissu autre que I'os, or chez certains individus, les concentrations maximales

ont été mesurées dans l'intestin. 2) Bien que les niveaux individuels maximums de plomb
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aient toujours été plus importants dans I'os que dans le rein, la valeur médiane des
concentrations rénales s’est avérée la plus élevée chez les femelles du Niger. Ces deux

irrégularités demeurent sans explication.

Ce travail n’a pas abordé en détail les aspects temporels de la contamination des tissus. Les
résultats obtenus ici sont néanmoins en accord avec ceux d’autres études sur des squamates
de plus petite taille (Trinchella et al., 2006 ; Mann et al., 2007). Celles-ci montrent en effet
que le cadmium s’accumule préférentiellement dans l'intestin, et reste pendant un long
moment dans le foie a des niveaux plus importants que dans le rein. Ce dernier tissu serait
en définitive I'organe final d’accumulation du cadmium a long terme. Chez les varans de
cette étude, le quotient [Cd]ein / [Cd]foie €St plus élevé que chez les espéces plus petites
étudiées dans les travaux évoqués plus haut. Cette différence peut s’expliquer par le fait que
chez les varans, animaux longévives, la concentration rénale en cadmium résulte d’un
processus d’accumulation plus long que chez les espéces a durée de vie inférieure. Ceci
serait cohérent avec I'hypothése de Mann et al. (2007) selon laquelle le quotient [Cd]ein /
[Cd]foie tend a augmenter progressivement au cours d’une longue période d’exposition,
jusqu’a ce que le rein soit finalement le tissu le plus chargé, comme c’est le plus souvent le
cas chez les autres taxons de vertébrés. La cinétique de I'accumulation du cadmium dans les
différents tissus des squamates mérite d’étre considérée avec une attention accrue a

I'avenir.

Influence du sexe — L'influence de ce facteur a déja été abordée dans quelques études, mais
reste un point a examiner plus en détail. Dans I’échantillon analysé ici, les femelles sont

d’une maniére générale plus contaminées que les males.
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Cet écart pourrait refléter une différence de régime alimentaire entre males et femelles. En
effet, les animaux vivant dans la litiere ou les sédiments (annélides, arthropodes,
mollusques) sont particulierement susceptibles d’accumuler des métaux a cause de la
contamination de leur habitat. Les varans femelles grandissent moins vite que les males, et
se nourrissent donc plus longtemps de ce type de proies. Elles pourraient se trouver ainsi

plus contaminées que les males.

Une autre explication ferait appel a des différences d’absorption intestinale. Chez ’homme,
I'absorption du plomb, et surtout du cadmium, est plus importante quand les stocks
physiologiques de fer sont a des niveaux bas. Ce phénomene peut également exister chez les
reptiles. Or les deux sexes peuvent présenter des niveaux de fer différents, notamment si
I'on compare les males aux femelles gravides qui peuvent transférer a leur ponte une part
considérable des éléments essentiels présents dans leur organisme. Il pourrait résulter de ce
processus une contamination supérieure des tissus chez les femelles. On remarquera
toutefois que la différence de contamination entre sexes est particulierement marquée dans

le rein ; observation que les deux hypotheses précédentes ne peuvent expliquer.

Une troisieme hypothése impliquant I'affinité élevée entre le cadmium et les récepteurs aux
cestrogénes pourrait répondre a cette question. Ces récepteurs sont présents dans le cortex
rénal chez le rat, mais leur abondance varie entre males et femelles. Si une situation
comparable existait chez le varan du Nil, elle pourrait expliquer le surcroit de contamination

des reins des femelles, au moins pour le cadmium.

Influence des variables morphométriques — De maniere surprenante, I'accumulation du
plomb dans les tissus des varans ne semble pas dépendre de la taille (et donc de I'age) des

individus, pas méme dans le cortex diaphysaire des os longs, tissu pourtant reconnu comme

93



le meilleur pour I'accumulation de cet élément. Le schéma de croissance des os longs peut
contribuer a expliquer cette observation. Les os longs ne subissent pas de remaniement
haversien ni de résorption intracorticale. Par contre, au cours de la croissance, une
résorption périmédullaire se produit, qui détruit les couches osseuses les plus anciennes,
formées lorsque les varans s’alimentaient surtout des proies potentiellement plus
contaminées (annélides, arthropodes ou mollusques ; voir plus haut). Ainsi au cours de la
croissance, les couches corticales susceptibles d’étre les plus contaminées seraient
progressivement éliminées. A l'inverse, les couches formées a des stades ontogéniques plus
tardifs seraient moins sujettes a la contamination dans la mesure ou le régime alimentaire
des varans inclurait, alors, une moindre proportion de proies fortement contaminées. De
plus, I'importance de la vascularisation du cortex des os diminue avec le temps ; il est ainsi
probable que I'apport sanguin de contaminants dans les couches corticales tardives (i.e.

périphériques) soit réduit.

En ce qui concerne le cadmium, il existe une corrélation positive entre les concentrations
hépatiques et la taille des varans, ce qui constitue un nouvel élément témoignant en faveur
de la possibilité d’une bioaccumulation de ce métal. Toutefois, I'absence de corrélation
significative entre taille et concentrations en cadmium dans les autres tissus, notamment
dans le rein, reste énigmatique. Par ailleurs, on remarque (sans toutefois I'expliquer) que les
concentrations de cadmium dans les trois tissus les plus chargés (intestin, rein, foie) sont

corrélées positivement a I'indice de graisse somatique.

Effets de la contamination sur les varans — Le risque que les varans les plus contaminés
soient morts, et donc n’aient pas été pas inclus dans cette étude, aurait pu constituer un

biais d’échantillonnage important. Toutefois, les niveaux retrouvés dans les tissus d’autres
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varanidés montrent que le genre Varanus semble pouvoir supporter des charges tissulaires
de plomb incomparablement plus élevées que celles mesurées lors de cette étude (voir aussi
la Partie 4 du présent document). Par ailleurs, des travaux sur d’autres autarchoglosses que
les varans ont montré que des expositions aigués ou chroniques au cadmium pouvaient étre
supportées sans accroissement de mortalité. Méme si I'extrapolation de ces résultats a
d’autres espéces doit étre faite avec prudence, il est peu probable que des varans du Nil
soient morts a cause de la contamination environnementale au plomb ou au cadmium. En
général, les valeurs obtenues dans cette étude sont inférieures a celles mesurées dans des
tissus similaires chez d’autres reptiles sauvages. Finalement, la comparaison de nos résultats
avec les données précédentes ne suggere |'existence d’aucun danger manifeste pour les

varans eux-mémes.

Au-dela d’une éventuelle toxicité directe, les effets de la contamination peuvent se
manifester a travers des changements dans les schémas individuels d’allocation de I'énergie

(e.g. élévation du taux métabolique).

Effets de la contamination sur les consommateurs de viande de varan — Les charges de plomb
et de cadmium dans le muscle (jamais plus de 300 ng.g’ et 15 ng.g™, respectivement) ne
témoignent d’aucun danger évident pour la santé de consommateurs occasionnels de viande
de varan. Toutefois, certaines populations, comme les chasseurs professionnels, peuvent
manger du varan sur une base quotidienne. Dans ces conditions, la contamination du muscle
aux niveaux mesurés lors de ce travail peut représenter un risque non négligeable pour la
santé des consommateurs. En effet, des concentrations similaires dans I’alimentation de

mammiferes peuvent provoquer des d’atteintes neurologiques ou comportementales.

95



CONCLUSIONS

Les dosages de plomb et de cadmium dans les tissus de varans peuvent révéler des
différences de contamination environnementale fines, méme entre des sites qui ne
présentent qu’une faible contamination environnementale. Dans le cas des métaux, I'utilité
pratique de I'emploi du varan du Nil en tant qu’espece sentinelle se trouve donc validée.
L’échantillonnage peut inclure indifféremment des males ou des femelles adultes, a
condition que le tissu employé pour les dosages soit I'os pour les mesures de plomb et
I'intestin pour les mesures de cadmium. Ces tissus présentent en effet des niveaux de
contamination relativement hauts, qui sont peu influencés par le sexe ou la taille des

individus, mais dépendent du site d’échantillonnage.

RESULTATS COMPLEMENTAIRES NON PUBLIES

RECHERCHE D’INDICES NON-DESTRUCTEURS

OBIECTIFS

En plus des cing tissus analysés dans |’article présenté ci-dessus (foie, rein, intestin, muscle,
0s), quatre autres types d’échantillons ont été recueillis : peau, lambeaux de mue, morceaux
de créte caudale et griffes. Ces quatre tissus présentent la particularité de pouvoir étre
prélevés sans que I’animal dont ils proviennent soit tué ; ils seront désignés ici comme
« indices non destructeurs » ou IND. Le but de cette analyse complémentaire était de
rechercher d’éventuelles corrélations significatives entre, d’'une part, les concentrations en

métaux des IND et, d’autre part, les concentrations observées dans les principaux tissus
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cibles (os pour le plomb ; rein, intestin et foie pour les deux métaux) ou dans le muscle, tissu

consommé par ’lhomme.

Ce travail n’a été réalisé que sur les échantillons provenant du Niger. En effet, les spécimens

nigériens se sont, en général, avérés étre les plus chargés en plomb et en cadmium dans le

foie, I'intestin, les reins, I'os et le muscle.

Les procédures analytiques employées pour les IND sont identiques a celles qui ont été

utilisées pour les autres tissus. Les comparaisons ont reposé sur des tests de corrélation non

paramétriques de Spearman, sous le logiciel R.

RESULTATS, DISCUSSION ET CONCLUSIONS

Les valeurs des concentrations en plomb et en cadmium dans les IND sont présentées dans

le tableau 3.

Tableau 3 : Valeurs médianes, minima et maxima des concentrations (en ng.g’) de plomb et

de cadmium dans les indices non destructeurs (IND) provenant des varans du Niger

en ng.g'1 Médiane Minimum Maximum
Pb 127,85 <qt 1886,32
Peau
Cd 6,15 <qt 125,87
Pb 216,35 67,06 2270,87
Mue
Cd 19,69 5,28 1762,99
Créte Pb 216,00 66,03 4029,37
caudale cd 7,33 <qt 22,28
Pb 333,97 <qt 4831,28
Griffes
Cd 36,70 <qt 131,41
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Parmi I’ensemble des résultats de cette étude, la concentration individuelle de plomb la plus
importante pour un tissu donné a été mesurée dans les griffes d’'un varan de Diffa (4831,28
ng.g’). D’un point de vue plus général, des concentrations en plomb et en cadmium non
négligeables ont été mesurées dans les IND. Leurs valeurs médianes sont du méme ordre de

grandeur que celles correspondant aux autres tissus.

Néanmoins, aucune corrélation significative n’a pu étre mise en évidence entre les IND et les

autres tissus.

A l'inverse, on détecte des corrélations significatives entre les concentrations mesurées dans
certains tissus autres que les IND. C'est le cas pour le plomb entre le foie et le rein (p <
0.006, p = + 0.34) et entre le rein et le muscle (p < 0.005, p = + 0.35), et pour le cadmium
entre le foie et le rein (p < 5.10°, p = + 0.66), entre le foie et I'intestin (p < 0.02, p = + 0.30) et
entre le rein et I'intestin (p < 0.02, p = + 0.30), soit pour ce dernier métal entre les trois tissus
les plus contaminés. De plus, d’'une maniere générale, les nuages de points indiquent une
tendance cohérente entre la charge des différents tissus; mais a I'exception des cinq

corrélations citées précédemment, aucune n’est statistiquement significative.

Bien que les concentrations dans les tissus qui constituent les cibles principales des métaux
tendent a étre corrélées, il semble que la contamination par le plomb et le cadmium
demeure trop faible pour que puissent émerger des corrélations impliquant des tissus qui ne
sont pas normalement les cibles privilégiées des contaminants, comme les IND. Les fonctions
d’organes « filtres » du foie et des reins, d’absorption et de transfert de l'intestin, et de
stockage a long terme (pour le plomb) de 'os en font des tissus trés différents des IND, qui
sont eux plutot caractérisés par une vascularisation réduite et une teneur en kératine élevée

(tout au moins pour ce qui est de la créte caudale, des mues et des griffes). A un faible
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niveau de contamination, ces importantes différences structurales et fonctionnelles sont
probablement a 'origine de la tendance chaotique que présentent les relations entre les

charges mesurées dans ces deux groupes de tissus.

Les concentrations substantielles de plomb et de cadmium mesurées dans les IND incitent a
penser que la mue ou encore l'usure des griffes constitueraient des voies possibles
d’excrétion des polluants métalliques. Jones et Holladay (2006) ont pu tirer des conclusions
similaires d’un travail sur des mues de serpent auxquels ils avaient administré via la
nourriture des doses cohérentes avec les niveaux environnementaux moyens de plomb, de

cadmium et de mercure.
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PARTIE 2 - DOSAGES DE PESTICIDES DANS LES TISSUS DES VARANS

PRELEVES DANS LA NATURE

Les échantillons utilisés ici proviennent des mémes individus que ceux employés pour le
dosage des métaux. Par ailleurs, comme le chapitre précédent, cette partie est divisée en

deux sous parties : la premiere est en cours de publication, la seconde encore inédite.
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ARTICLE 2

EVALUATION DE LA CONTAMINATION ENVIRONNEMENTALE PRES D’UN SITE DE STOCKAGE
DE PESTICIDES (DIELDRINE ET PARATHION) OBSOLETES EN AFRIQUE DE L’OUEST : L'EMPLOI

DU VARAN DU NIL (Varanus niloticus) COMME ESPECE SENTINELLE

OBIECTIFS

Le stockage de pesticides obsolétes représente au Mali un sujet d’inquiétude majeur. Les
varans originaires de Niono-Molodo ont été prélevés aux alentours d’un site de stockage de
dieldrine (un pesticide organochloré) et de parathion (un organophosphoré), seulement trois
mois apres I'enlevement des flts qui contenaient ces produits. L’hypothése sous-jacente
était que I'environnement autour de ce site était fortement contaminé par les flts de

pesticides qui y ont séjourné pendant plusieurs années a |'air libre.

L'objectif de ce travail était donc, la encore, d’évaluer la valeur du varan du Nil en tant
gu’indicateur de la contamination environnementale, non plus par des métaux, mais cette
fois par des pesticides. Notre stratégie d’investigation était de comparer, par la recherche
d’un grand nombre de pesticides organochlorés et organophosphorés, la contamination
environnementale de quatre zones d’étude, aux profils de contamination a priori différents.
Nous avons également recherché d’éventuelles corrélations entre les teneurs en pesticides

de divers tissus et les caractéristiques individuelles des varans.
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Abstract—Environmental contamination caused by obsolete pesticide stocks was assessed using the Nile monitor (Varanus niloticus) as
a sentinel species. Organochlorines and organophosphates were quantified by gas chromatography in abdominal fat and the liver,
respectively. Results were compared to those obtained from three other sites, characterized by different histories of contamination. None
of the previously stocked pesticides were recovered. Low to moderate levels of 4,4'-dichlorodiphenyldichloroethylene (4,4’ -DDE) were
quantified in monitors from all sites. Malathion and 4,4’-dichlorodiphenyldichloroethane (4,4’-DDD) also were detected sporadically.
Interindividual variability was substantial. Correlations between pesticide loads and individual characteristics were considered. The
nondetection of previously stocked pesticides in the monitors’ tissues, their contamination by other pesticides, and the value of
V. niloticus as a monitoring tool for environmental contamination are discussed. The results indicate a situation of low concern and draw
attention to the importance of local conditions in determining environmental dangers associated with potential pollution sources.

Environ. Toxicol. Chem. 2012;31:387-394. © 2011 SETAC

Keywords—Obsolete pesticide Sentinel species

INTRODUCTION

Obsolete pesticides are defined as substances that can no
longer be used for their intended purpose and must be disposed
of in a sound manner. Most often, obsolete pesticide stockpiles
are stored improperly and represent a considerable hazard to
human health and the environment (www.fao.org). More than
15 years ago, the Food and Agriculture Organization addressed
this problem and stressed that several thousand tons of such
hazardous chemicals were stockpiled in Africa [1]. According
to the United Nations Environment Program and the Basel
Convention, Mali (along with Botswana) in 2004 was one of
the most problematic countries with regard to the amount of
obsolete pesticides stocked in various spots ([2]; http://www.
grida.no/publications/vg/waste/). Consequently, the African
Stockpile Program was created in 2005. This project received
approval by international organizations for a first step (ASP-P1)
involving seven countries including Mali. The major aims of
this program were to eliminate obsolete stock, prevent future
accumulation, and protect the environment and public health. In
2006 ASP-P1 announced that 400 tons of obsolete pesticides
were present in Mali on at least 76 sites. The African Stockpiles
Program in Mali (ASP-Mali) is highly interested in any pro-
cedure to evaluate pesticide-contaminated sites and assess
the risk they present for human populations, animals, and the
environment in general (www.africastockpiles.net). A reliable
tool for identifying and quantifying the bioavailable part of
the pollution at a local scale is thus required. For this purpose,
an appropriate option is to consider a sentinel species, that is, a
species that accumulates the bioavailable fraction of the pollu-
tion in its tissues (as defined by Beeby [3]) and that could be
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prone to integrate environmental contamination. This species
should thus be a top predator, with a wide-ranging opportunistic
diet. Moreover, individuals should have limited home ranges so
that geographically well-described data could be obtained [3,4].
Importantly, a sentinel species must be common enough to
be easily sampled. The Nile monitor (Varanus niloticus; Squa-
mata) presents all the above-mentioned characteristics.

This large (up to 2.5 m for a mass of 30 kg [5,6]), almost pan-
African lizard is a high trophic level amphibious carnivore that
feeds mainly on annelids, arthropods, mollusks, small amphib-
ians, and fish when young. With growth, it adds larger prey
items to its diet: eggs, reptiles, birds, and small mammals
[7-10]. Carrion is also a significant part of the monitor’s diet
during some periods of its annual cycle [11]. Such an eclectic
diet enables integrating contaminants that occur in most of the
biotic elements of the ecosystems. Nile monitors are very active
and voracious predators, and in proportion to their length and
mass, they eat larger food amounts than other freshwater
predators such as African crocodilians [10,12]. In addition,
they are long-lived animals, with a potential longevity of some
15 years in the wild [5].

Therefore, they are particularly prone to pollution integra-
tion, biomagnification (as top predators), and long-term bio-
accumulation. These lizards are very mobile (they run, swim,
dig, climb), persistently searching for prey in water, but also in
bushy vegetation, under rocks, or on the low branches of trees
near water stretches [8,9]. However, the foraging range of an
individual is limited to its territory, which seldom exceeds 5 ha
in large adults [9,11]. The toxicological information derived
from a given individual should thus correspond to a limited and
precisely defined area. This sharp spatial resolution is a very
valuable asset for such a tool. Nile monitors are easy to identify,
can be aged precisely with the skeletochronological technique
[13], and are large enough to enable the sampling of sufficient
tissue to perform several analyses. To date, this species remains
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common throughout sub-Saharan Africa. It is not mentioned
in the International Union for Conservation of Nature Red Data
Book (www.iucnredlist.org) of threatened species, and is
classified in Convention on International Trade in Endangered
Species of Wild Fauna and Flora (CITES) appendix II (interna-
tional trade authorized under conditions) (Www.cites.org).
Varanus niloticus is subjected to traditional use by local pop-
ulations and frequently hunted, mainly for food, over most of its
range [6,14,15]. Therefore, specimens for tissue sampling can
be obtained in collaboration with hunters or fishermen. In some
regions, such as Lake Chad or the central delta of the Niger
River (Mali), teams of semiprofessional reptile hunters con-
vene, which allows even faster and easier collection of large
monitor samples.

Other animals could possibly play the role of sentinel
species. Crocodiles are also wetland top-chain predators, but
their populations are severely depleted in West Africa and most
of them are now protected; significant samplings thus became
impossible. Other groups, such as fish or mollusks, are useful
for bioindication; however, none of these taxa would present
simultaneously the following characteristics: an amphibious
habitat, an eclectic diet (with prey from several compartments
of wetland ecosystems), an elevated position in food webs, a
long lifespan, a broad distribution range over the continent, and
populations large enough to allow easy captures. The conver-
gence of these features is unique to the Nile monitor and
predisposes this species to integrate a wide variety of pollutants
over a long period of time. Other sentinels would fail to address
the question of biomagnification and to document the contam-
ination status of the highest trophic levels, a particularly sig-
nificant topic if one considers the importance of bush meat in the
diet of African populations.

Evidence of pesticides has been found in the abdominal fat
of Australian varanids [16]; however, the animals were caught
opportunistically for that work, which was not aimed at eval-
uating the relevance of using monitors as sentinels. Nile mon-
itors originating from Chad were used successfully in 2006 [17]
for assessing the contamination status of Lake Chad. Ten
organochlorine compounds were detected in their fat, which
justified the conclusion that this species could well be a broad-
scope pollution indicator for sub-Saharan wetlands. A project
was then developed with ASP-Mali to characterize, in terms of
nature and importance, the environmental contamination
around an obsolete pesticide-stocking site by the use of Nile
monitors.

The aim of the present study was to estimate on a broad scale
the environmental risk that could result from stockpiling of
obsolete organochlorine (OC) and organophosphate (OP) pes-
ticides. The present study was conducted in the vicinity of the
adjacent Malian cities of Niono and Molodo, where important
quantities of dieldrin (an OC pesticide) and parathion (an OP
pesticide) have been maintained in the open air for at least 15
years. For this purpose, OC and OP contamination of Nile
monitors from this site was compared to that of specimens from
three other sites characterized by different contamination pro-
files. Possible correlations between contamination levels and
individual characteristics related to length, weight, and phys-
iological status also were prospected.

MATERIALS AND METHODS
Study sites

Monitors were sampled at four sites (Fig. 1): the adjacent
localities of Niono and Molodo (Mali), an agricultural area
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possibly affected by severe pollution due to massive stocks of
obsolete pesticides (consisting of outdated and currently banned
formulations); the region of Diffa, Niger, an agricultural area
without any important stock of pesticides but repeatedly sub-
jected to the spreading of phytosanitary chemicals; the city of
Niamey, Niger, an urban area possibly affected by a large scope
of pollutants, including agricultural pollutants; and a reference
site, the remote village of Flabougou, Mali, reputed to be devoid
of any important source of anthropogenic pollution. This sam-
pling strategy was aimed at investigating whether an abnormal
environmental contamination is associated with obsolete pes-
ticide stocking in Niono and Molodo, and was based on the
assumption that Nile monitors can reveal spatial differences
between variably contaminated sites.

Pesticide stocking in Niono and Molodo, Mali. The com-
mune of Niono (91,554 inhabitants in 2009 [Institut National de
la Statistique, 2009; www.instat.gov.ml]) comprises the local-
ities of Niono and Molodo. It lies in the middle of an approx-
imately linear 80 x 10km wetland oriented north—south along
the Sahel Channel. Some 84,000 ha of rice fields make this
region the second rice-producing area in Mali (after the central
Niger delta). A large area is irrigated by an extensive network of
interlinked channels. Nile monitors are frequently encountered
in these channels and in the rice fields. The need to have
preventive, ever-ready stocks of pesticides against locust
(Schistocerca gregaria) swarms explains why massive pesticide
accumulation occurred in Mali. In Niono, 600 opened and
unopened barrels of 20 and 25 L of dieldrin and parathion were
stored until 1993. A major irrigation channel flows approxi-
mately 30 m from the former storehouse. After being stored in
Niono, unopened barrels were transferred to Molodo, and simply
deposited in the open air in a concrete pit. Opened barrels were
piled next to the current pesticide storehouse in Molodo. In July
2008, the pesticide barrels were finally removed from Molodo,
crushed, and confined. The so-called process of land farming was
used for ground and pit decontamination [18]. Beyond the
potential risk presented by the former presence of dieldrin
and parathion stocks, this area is an agricultural zone where a
substantial use of pesticides (mainly OPs) occurs.

City of Diffa, Niger. The population of Diffa was 46,439 in
2010 (Institut National de la Statistique-Niger, 2010; www.stat-
niger.org). We selected this agricultural area because it pre-
sumably represents a site where environmental contamination is
of intermediate importance and almost exclusively due to
pesticide use for agriculture. In Diffa a network of ponds
and narrow channels supplied with water from the Komadou-
gou-Yobé River enables year-round production of market-gar-
dening cultures. In the present study we considered Diffa as a
site similar to Niono/Molodo, but devoid of obsolete pesticides
stocks. The use of organochlorine pesticides was banned in
Niger in 1998 to comply with the Stockholm and Rotterdam
conventions. However, according to the Crop Protection
Department (Service de la Protection des Vegetaux) in Niamey
and Diffa, dichlorodiphenyltrichloroethane (DDT), aldrin, and
hexachlorocyclohexanes (HCHs) were commonly used in Niger
previously. Currently, organophosphates are supposed to be
predominantly used in the surroundings of the Komadougou-
Yobé; however, smuggling of banned products from Nigeria is
likely to occur. Nile monitors are frequently encountered in
fields where the above-mentioned pesticides are still being used.

An urban site: Niamey, Niger. Niamey, the capital of Niger,
is a large city (1,222,066 inhabitants in 2010 [Institut National
de la Statistique-Niger, 2010; www.stat-niger.org]) located
along the Niger River. Numerous activities associated with
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Fig. 1. Position of the four sites on which monitors were sampled: Flabougou (14°27'47"N 8°53'3”W) and Niono (14°15’8.7"N 5°58'34.7"W) in Mali; Niamey

(13°30'19.8”N 79°6/17.5"W) and Diffa (13°18'32.8”N 12°37'14.8"W) in Niger.

anthropogenic pollution occur in Niamey (for example, road
traffic, incineration of wastes, metallic solid waste piling, and
tanning), including contamination by pesticides used in fields
situated within the city limits, along the course of the Niger
River.

Village of Flabougou, Mali. Additional comparative sam-
ples were collected from individuals originating from a tem-
porary wetland bordering the small village of Flabougou, in the
vicinity of the Baoulé National Park, Mali. Local human
activities consist of stock breeding and some traditional agri-
culture for which no pesticides are known to be used. This site,
far from any known environmental contamination source, is
referred to as the reference site.

Sampling protocol and measurements

With the consent and cooperation of governmental admin-
istrations in charge of environment and nature conservancy in
Niger and Mali, we concluded an agreement with local hunters
and fishermen to obtain Nile monitors. Provided that we
returned the specimens to those who captured them during
their normal fishing activities, we were allowed to perform
measurements and samplings. During November 2008, 18 Nile
monitors were trapped in fields and channels around the former
pesticide stock sites in Niono and Molodo; 14 specimens were
collected at Flabougou, the reference site. The following year
(November 2009), 32 specimens were caught in cultivated
fields surrounding the city of Diffa; seven individuals were
collected in fields along the Niger River in Niamey. After the

monitors were killed in the traditional way by fishermen,
measurements of snout-vent length (SVL) and body mass
(BM) were performed on each individual. Liver and abdominal
adipose follicles were entirely sampled. Abdominal fat weight
(FW) was determined. In addition, body condition index
(BC;=BM / SVL) and fat somatic index (FS;=FW / BM)
were calculated. Fat and liver samples were stored in chemi-
cally inert polypropylene pill boxes and kept frozen at —4°C in
an electric portable freezer until their arrival in VetAgro Sup/
National Veterinary School of Lyon, France. They were then
kept at —20°C in a standard freezer and processed within six
weeks.

Analytical procedures

Organochlorines were quantified in the fat of the monitors:
abdominal follicles were gently melted and 0.2 g was intro-
duced in a glass test tube and 5 ml hexane added, then 1 ml of a
mixture of sulfuric acid and hydrochloric fuming acid (6.5:3.5,
v/v). The samples were centrifuged 5min at 3000 rpm. The
supernatant was analyzed with an Agilent™ 5890 series two gas
chromatograph coupled to an electron capture detector and a
60m Restek Rtx (Macherey-Nagel) column (0.25mm I,
0.25 pm thickness). Injection (2 pl) was performed automati-
cally. Nitrogen was utilized as the carrier gas (at a 2ml - min ™"
flow). The temperature program was 2min at 75°C, then
increases of 15°C -min~" up to 150°C, 1.2°C- min~! from
150 to 256°C, and of 25°C - min~' up to 300°C. Total duration
of analysis was 110 min. Each run was followed by a 15-min



390 Environ. Toxicol. Chem. 31, 2012

rinse at 300°C. The samples were analyzed for the following 23
OCs: HCH-a, HCH-B, hexachlorobenzene, HCH-y (lindane),
chlorothalonil, heptachlor, aldrin, dicofol, heptachlor-epoxyde,
trans-chlordane, endosulfan-«, cis-chlordane, trans-nonachlor,
2,4'-DDE, dieldrin, 4,4’-DDE, 2,4'-DDD, endrin, endosulfan-f3,
4.4'-DDD, 2,4-DDT, endosulfan-sulfate, and 4,4’-DDT.
Organochlorine concentrations were calculated according to
the technique described by Lemarchand et al. [19]. Standards
for the 23 OC compounds (purity above 99%) were purchased
from Canadian Industries Limited, and recovery levels were
always above 92%. Linearity was determined between 5 and
100ng- g~ ' (r, > 0.99 on standards and spiked samples). Quan-
tification limits never exceeded 10ng - g~ for individual com-
pounds (lowest calibration point with a variation coefficient
<20%). They were set at 1ng-g~ ' for DDT and its congeners.

Organophosphates were analyzed in the livers of the mon-
itors: three-gram samples of fresh homogenized liver were
introduced in a polypropylene tube and finely shred in 40 ml
dichloromethane. Solutions were then poured into a funnel on
silicone-treated phase separator paper and anhydrous sodium
sulfate. The filtrates were then vacuum-evaporated at 50°C, and
organophosphates were retrieved with 3 ml ethanol. Methanol
and ethanol preconditioned silica columns were used for puri-
fication. The alcohol mixture was evaporated at 60°C and any
present OPs were dissolved in 3 ml dichloromethane. A 5973N
mass spectrometer coupled with an Agilent 6890 gas chromato-
graph was used with a 30 m Hewlett-Packard column (0.25 mm
I, 0.25 pm thickness). For each monitor sample and control
sample, 2 ]l was injected automatically. Injector temperature
was set at 250°C and He flow at 2.5 ml - min~'. The temperature
program was 100°C for 2 min, an increase of 55°C - min " up
to 200°C and a plateau at 200°C for 5min, an increase of
50°C-min~" up to 220°C and a plateau at 220°C for 3 min,
followed by a 60°C-min~" increase up to 300°C. A final,
post-run time of 2min at 300°C was maintained. Total run
time was 13.55 min. The concentrations of 18 molecules were
determined: dichlorvos, mevinphos, phorate-oxon, phorate,
terbufos, diazinon, disulfoton, chlorpyriphos-methyl, pyrimi-
phos-methyl, fenitrothion, malathion, chlorpyriphos-ethyl,
fenthion, phorate-sulfone, parathion, methidathion, disulfo-
ton-sulfone, and triazophos. As for the OCs the standards for
the 18 OP compounds (purity above 99%) were purchased from
CIL, and recovery levels were always above 90%. Each OP was
identified based on retention time and three or four fragmenta-
tion ions with pre-defined relative amounts and 20% variability
acceptance for each ion. Calibration curves were determined
between 25 and 500ng-g ' and the quantification limit was
set at 25ng-g ' (lowest calibration point with a variation
coefficient below 20%). Spiked samples with OPs were ana-
lyzed regularly; recovery rates ranged from 78 to 89%. Blank
tissue samples and pure solvents were also analyzed regularly.

Alcohols, acids, hexane, and dichloromethane used in the
present study were the purest quality available.

Statistical analyses

Global and local sex ratios were evaluated for possible
imbalance with x? tests. Mann-Whitney-Wilcoxon nonparamet-
ric rank tests were employed to test, either in the whole sample
or at a local scale, for differences between males and females in
two parameters: morphological features including SVL,
BM, BC;, FW, and FS;; and organochlorine and organophos-
phate contamination levels in abdominal fat and liver, respec-
tively. A Kruskal-Wallis nonparametric identity test was used to
investigate the differences between sites in contamination of the
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tissues of the monitors. Multiple comparisons were processed
with the Bonferroni correction method. Possible correlations
between contamination levels and individual characteristics
were tested with Spearman nonparametric correlation tests.
The software R [20] was used to run all statistical analyses.

RESULTS
Morphometric data, BC;, and FS;

Because of the presence of sex chromosomes, the normal sex
ratio in the Nile monitor is 1:1 [21]. In spite of substantial
discrepancies between our local samples, no significant diver-
gence from this theoretical ratio could be seen in the whole
sample (n="71) or in each of the four local samples. All basic
data and p values associated with significant differences
between genders are given in Table 1. Males were longer,
heavier, and presented a higher BC; than females. Males had
a greater quantity of abdominal fat than females, in all like-
lihood due to their greater size and weight, because we could not
find evidence of any difference in FS;.

Pesticide bioaccumulation

Quantification of the pollutants revealed neither dieldrin nor
parathion whatever the origin of the specimens. However, other
pollutants were detected.

Because there were no statistical differences in pesticide
bioaccumulation between males and females, data were pooled
irrespective of gender for subsequent statistical analyses.
Table 2 shows the median, minima, and maxima of contami-
nation levels measured in the monitors’ tissues, as well as the
proportion of contaminated individuals in each site. The only
OC pesticides that occurred in quantifiable concentrations were
4,4-DDE and 4,4-DDD, and the only OP was malathion.
Contamination levels in the monitors appeared to be highly
dependent on the sampling site. The main DDT metabolite
observed in our sample, 4,4'-DDE, occurred in monitors orig-
inating from the four sites (even from Flabougou, the reference
site) and a total of 50 individuals out of 71 (more than 70%)
contained a quantifiable amount of this substance in their
abdominal fat. However, the concentrations of 4,4’-DDE varied
significantly between sites (p <5-10"°). Table 3 shows the
results of the multiple comparison method that was applied to
the four sites for this pollutant: the monitors from Niono/
Molodo, and from Niamey, were more contaminated by
4,4'-DDE than those from Diffa and Flabougou. The abdominal
fat of all individuals from Niono/Molodo and Niamey (with the
exception of one monitor from the latter site) contained
4,4'-DDE, whereas half the monitors from Diffa and Flabougou

Table 1. Basic morphometric data (snout-vent length [SVL], body mass
[BM], body condition index [BC;]), fat weight (FW) and fat somatic index
(FS;) according to sex, and p values associated with significant differences,
if any, between these parameters in the whole sample of Nile monitors
(Varanus niloticus)

Individual

characteristics Females Males p value
SVL (cm) 39.5 (31.0, 58.0) 45.7 (25.7, 67.2) <2102 A
BM (g) 1110 (492, 3010) 1980 (316, 5660) <107°B
BC; 2.789 (1.587, 5.257) 4.304 (1.230, 8.498) <2-107*C
FW (g) 42 (1, 95) 70 (1, 164) <2102 A
FS; 0.042 (0.001, 0.095) 0.044 (0.000, 0.109) NS

Median values (minimum, maximum) are given. A=p<5- 1072
B=p<5-107% C=p<5-10"* NS =not significant.
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Table 2. Concentrations in ng-g ' of the two organochlorine or OC (4,4-DDE and 4,4-DDD) pesticides detected in the abdominal fat and of the
organophosphate or OP (malathion) pesticide detected in the livers of Nile monitors (Varanus niloticus) from the four sampling sites in Mali or Niger

OCs abdominal fat concn.

OP liver concn.

Sampling site Country 4,4 -DDE 4,4'-DDD Malathion
Flabougou Mali 1.1 (< qt, 6.2) 7/14 —0/14 —0/14
Niono/Molodo Mali 278.6 (22.4, 3205.8) 18/18 —0/18 —0/18

Diffa Niger 1.0 (< qt, 52.6) 16/32 2.0 1/32 < qt (< qt, 2836.4) 11/32
Niamey Niger 220.8 (< qt, 1259.4) 6/7 6.3 (2.1, 23.2) 4/7 65.2 (< qt, 116.0) 5/7

Median value (minimum, maximum) and proportion of individuals in each site for which each pollutant has been detected are given.
qt = quantification threshold (set at 1 ng - g~ for 4,4'-DDE and 4,4’-DDD and 25 ng - g~ ' for malathion, respectively); - = no individual with tissue contaminant
level above the quantification threshold; 4,4'-DDE = 4,4’-dichlorodiphenyldichloroethylene; 4,4-DDD = 4,4’-dichlorodiphenyldichloroethane.

displayed no detectable amounts of this contaminant. This
compound was in concentrations below 25 ng-g’1 in the
monitors from Diffa, apart from two individuals that had
48 and 53ng- g~ '. Levels were still lower in Flabougou where
only trace amounts, always below 7ng - g’l, were found.

Malian monitors contained neither quantifiable levels of
4,4'-DDD nor quantifiable levels of malathion. Four of the five
4,4'-DDD-contaminated monitors originated from Niamey.
Their contamination levels were always below 25ng-g .
Malathion concentrations in the monitors from Niamey did
not exceed 120ng - g’l, but they were highly variable in the
specimens from Diffa, with occasional levels (three individuals)
above 1500ng-g '. No statistically significant difference in
malathion levels could be evidenced between the monitors from
Niamey and Diffa.

Influence of individual characteristics

The possible correlations between pollutant levels and indi-
vidual characteristics (i.e., SVL, BM, BC;, FW, and FS;) were
investigated for 4,4’-DDE and for malathion only because of the
few data available for 4,4’-DDD. For this purpose, we focused
on the individuals captured at the most heavily contaminated
sites, such as Niono/Molodo and Niamey for 4,4-DDE, Diffa
and Niamey for malathion. Concentration levels of 4,4-DDE
were significantly correlated with SVL (p <0.05, p =+0.41),
BM (as shown in Fig. 2, p<0.03, p=+0.44) and BC;
(p<0.02, p=-+0.48), but not with FW or FS;. Malathion levels
were significantly correlated with FS; (p <0.02, p=+0.38)
only; however, the significance of the latter interaction may be
artifactual and will therefore not be discussed further.

DISCUSSION
Danger related to obsolete pesticides stockpiling

The main finding of the present study is that the long stock-
piling of barrels containing dieldrin and parathion in Niono and
Molodo did not induce a severe environmental contamination,
as could be feared. Dieldrin is a persistent chemical liable to
bioaccumulation and biomagnification (Hazardous Substances

Table 3. Comparison of the 4,4’-dichlorodiphenyldichloroethylene
(4,4-DDE) concentrations in the abdominal fat of Nile monitors
(Varanus niloticus) from the four sampling sites

Niono Diffa Niamey
Flabougou p<107°C NS p<5-102 A
Niono — p<5-1078C NS
Diffa — p<5-107°B

p values are given for significant differences. A=p<5-10"% B=p<
5- 1073; C=p<5- 1074; NS =not significant.

Data Bank, 2010; www.toxnet.nlm.nih.gov). If any important
contamination by this OC pesticide had occurred in food webs,
analyses would have revealed at least traces of it in the
monitors’ abdominal fat. Parathion is less prone to bioaccu-
mulation and biomagnification (Hazardous Substances Data
Bank, 2010, [22]) than dieldrin. In soil it has a limited mobility,
and degradation (mainly photodecomposition and microbial
reduction) is rapid: half-lives at environmentally relevant tem-
peratures and pHs are approximately hours to weeks, depending
on parathion concentration and on the nature of the soil,
its water content, and its microbial composition. Parathion
photolysis, reduction, and hydrolysis are substantial in the
aquatic environment. However, its volatilization is limited,
and bioconcentration factors in some taxa included in the
monitors’ diet can be important. Generally, parathion biocon-
centration in aquatic organisms is moderate to high (biocon-
centration factors range from ~60 in tadpoles to 462 in fish)
(Hazardous Substances Data Bank, 2010). As for dieldrin in fat
samples, if the monitors had been exposed to parathion, at least
trace levels of this OP should have be detected in liver samples.

The nondetection of dieldrin and parathion in the tissues of
the monitors, even at very low concentrations, suggests that the
stocking of obsolete pesticides in Niono and Molodo did not
provoke any increase in local pollution that could persist until
the time our sampling operations occurred, less than four
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Fig. 2. Correlation between fat 4,4’-dichlorodiphenyldichloroethylene
(4,4-DDE) concentrations in ng-g~' and body mass (BM) in kg of the
Nile monitors from the two sites most substantially contaminated by this
pollutant, Niono/Molodo and Niamey.
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months after the decontamination process [18]. The alternative
hypothesis, that the 18 Nile monitors caught on this site could
all have missed consuming prey contaminated by dieldrin and
parathion, is improbable at best if the local food webs were
actually contaminated. As mentioned in the Introduction, Nile
monitors are known to have an extremely eclectic diet. The diet
of an adult includes all prey, large or small, that it can subdue,
ranging from arthropods and mollusks, up to mammals the size
of a rabbit [7-10]. No important zoological group is neglected.
This exceptionally broad food spectrum is unparalleled in any
other large predator and this is the reason we consider the
alternative hypothesis mentioned above to be highly unlikely.
Therefore, the nondetection of dieldrin and parathion in our
samples actually means that they did not occur in significant
concentrations in the local ecosystem.

This conclusion is substantiated further by a previous study.
In 2008, pesticide quantification (including dieldrin and para-
thion) in soil around the stockpiling site in Molodo was con-
ducted at several distances (0, 7, and 21 m) and depths (up to
2.5m) from the source [18]. The results showed that the extent
of pollution in soil was limited. Although dieldrin and parathion
concentrations at the very center of the pollution source were
elevated (up to 1,300 and 76,000mg - kg ', respectively), they
decreased greatly some meters away (3.5 and 24 mg-kg ' for
dieldrin at 7 and 21 m, respectively; below detection limits for
parathion [exact value for detection limits unavailable in the
original report]). These data are consistent with our results and
support the conclusion that the very low degree of dieldrin and
parathion bioaccumulation in the monitors would indeed be due
to low environmental exposure.

Site contamination

Each of the four sampling sites displays a narrow set of
pollutants: only 4,4-DDE, 4,4-DDD, and malathion occur in
significant concentrations in the entire sample. In remote areas,
the supply of chemicals is generally managed by cooperative
organizations that deliver a limited number of substances.
However, the supply of phytosanitary products is more unpre-
dictable in large cities such as Niamey, where a greater diversity
of contaminants could have been expected. In Flabougou, the
lack of pollutants other than 4,4’-DDE in low concentrations
confirms the good ecotoxicological status of this spot, which
can indeed be used as a reference site for future ecotoxicological
studies in Africa.

Compared with available data on pesticide contamination in
reptiles [23-25], the concentration levels of OC compounds in
our monitors should be considered low and variable between
individuals in Niono/Molodo and Niamey, and very low and
relatively even in Diffa and Flabougou. The rare studies spe-
cifically conducted in monitor lizards inhabiting regions with a
similar economic status as Mali and Niger led to comparable
results: contamination in Diffa and Flabougou are on the same
order of magnitude as those observed in monitors from Chad
[17] and from an undeveloped zone of Australia [16]. Although
the levels measured in the monitors from Niono and Niamey are
considerably higher (by a factor of x200), they nevertheless
remain moderate (seldom over 300ng - g~ ') compared to results
obtained in reptiles from other regions [23-25].

The interpretation of the malathion levels observed in our
sample is more difficult because of the lack of published
comparative data. Compared to measurements for other OPs
made in previous studies in reptiles [23,24], the malathion
concentrations that we observed appear low in the monitors
from Niamey and occasionally important in some specimens
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from Diffa. However, it is noteworthy that the toxicity of
malathion may be particularly high in squamates, as evidenced
by experimental studies [26,27] showing that small doses of
this compound can provoke physiological and behavioral dis-
orders. The actual consequences of the malathion levels that
we observed in Sahelian Africa thus remain undetermined.
Additional experiments with controlled malathion dosing,
monitoring of tissue levels, and study of the resulting effects
should be undertaken.

Beyond the question of malathion concentration levels, the
mere occurrence of this nonpersistent insecticide in monitor
tissues calls for specific comments. Volatilization is very low
for malathion, but direct photolysis and hydrolysis occur.
Biodegradation is rapid and therefore bioaccumulation in
aquatic biota is expected to be low (Hazardous Substances
Data Bank, 2010). The occurrence of this OP in quantifiable
levels in Niamey and especially in Diffa would therefore
indicate it is still in use in these areas. Formulations containing
malathion have been banned since July 2009 in Niger; this use
would thus be illegal.

The absence of detectable amounts of currently used OP
pesticides in monitors from both agricultural areas is not
particularly surprising. Indeed, OPs used today in these regions,
such as fenthion, fenitrothion, or chlorpyrifos-ethyl, are not
environmentally persistent under the conditions prevailing in
Niono/Molodo or Diffa (C.H. Sylla, African Stockpiles Pro-
gram, Mali, personal communication). For example, fenthion
exposed to sunlight degrades rapidly on the soil or in shallow
waters because of an important photosensitized oxidation;
fenitrothion biodegrades quickly under anaerobic conditions,
and chlorpyrifos-ethyl undergoes considerable photodegrada-
tion and volatilization from moist soils and water surface
(Hazardous Substances Data Bank, 2010). The apparently
low contamination (with necessary caution for malathion)
observed in Diffa and Niono/Molodo would indicate that a
sound pesticide use, based on both the choice of the compounds
and their dosage, is now established. Moreover, the nondetec-
tion of the parent DDT compound, which progressively
degrades into DDE, suggests that no recent use of DDT
occurred. These results are consistent with an ecotoxicological
status of minor concern as regards OC and OP pesticides in the
four sampling sites.

Individual and site variability

Interindividual variability, even among individuals from the
same site, proved to be high, and some monitors displayed
contamination levels considerably higher than the median value
for their site. For example, this is the case in four specimens
from Niono/Molodo that had 4,4’-DDE levels exceeding 4 to
11 times the median value of this site, or in three individuals
from Diffa that exhibited malathion liver concentrations over
1,000 times greater than the levels of the other contaminated
monitors from the same site. These observations confirm that
the monitors were not equally exposed to pollution and support
the initial assumption that Nile monitors can provide sharply
defined information on local pollution patterns.

One of the causes that may explain variations in contami-
nation levels observed between sites or between individuals is
the possible influence of diet. As mentioned, the nature and
proportion of prey items in the diet of Nile monitors varies with
individual size. Because the different kinds of prey are not all
evenly exposed to environmental contaminants, monitors of
different sizes are likely to ingest variable quantities of each
pollutant. In addition, stochastic events can also be confusing



Pollution assessment of a pesticide stockpile site

factors interfering with the interpretation of pollutant concen-
trations [28]. Indeed, individuals displaying the same character-
istics and living on the same spot may still have different
histories of exposure, and display different pollutant concen-
trations in their tissues. For example, a single individual may
prey on bird eggs that are highly contaminated by way of
maternal transfer by an OC pesticide ingested by the mother
in a highly contaminated wetland during migration; as a con-
sequence, this specimen might display a much higher OC level
than similar conspecifics living at the same place.

This is why indications of environmental contamination
given by single individuals are to be considered with great
caution. Instead, large samples must be collected and median
values should be preferred for expressing the central tendencies
of the samples. This parameter indeed minimizes the skewing
effect of outliers (this effect is particularly suspect in mean
values) and gives a more realistic picture of local contamination
risks than mean values.

Moreover, because Nile monitors are opportunistic foragers,
some differences may occur in their diets in relation to the local
abundance of prey types, a situation that may also contribute to
increasing contamination variability between or among local
monitor populations. This theoretical inconvenience is inevi-
table in predators with a large spectrum diet. Predators with
more specialized feeding habits would not have this disadvant-
age; conversely, they would not be capable of integrating a large
scope of pollutants by way of the dietary route, but only those
present in their specific prey. This potential difference between
local Nile monitor stocks must nevertheless be kept in mind
when considering comparisons between distant populations. In
toxicological studies, such a constraint seems to be of limited
practical consequences because the diets of Nile monitors do
not display considerable variation between populations [7-10].
Nevertheless, attention should be paid to the examination of
stomach contents in future studies.

Pesticide loads and biological characteristics of monitors

The absence of a negative influence of pollutant concen-
trations on FS; or BC; suggests that the basic life-history
parameters of monitors are not significantly affected by the
contamination levels observed in the present study. Organo-
chlorines are known to accumulate in lipid-rich tissues [22].
However, the fact that Nile monitors reabsorb their abdominal
fat and consequently release their OC load in their organisms
during their diapause stage [29] raises the question of the fate of
OCs in such a situation. Interestingly, the positive correlations
between fat 4,4-DDE levels and monitors’ lengths as well as
between fat 4,4'-DDE levels and monitors” weights suggest that
most of the OC amount is sequestered in newly formed adipose
tissue instead of being excreted, a characteristic that would
designate the Nile monitor as a good indicator for OC exposure.
Because very high concentrations of organochlorine com-
pounds have already been measured in the fat of several
squamate species [23-25], fat tissue saturation with pollutants
of this kind would be impossible at levels as low as those
observed in the present study. In this measure, it is not surpris-
ing to find no positive relationship between FW or FS; and the
levels of organochlorine residues.

CONCLUSION

The present study indicates that stocks of obsolete pesticides
may not necessarily be a major threat for the surrounding
environment. Danger, which is essentially due to pollutant
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bioavailability, depends on many biotic and abiotic parameters:
nature and concentration of the chemicals, physical factors
(temperature, pH, moisture, etc.), topographic profile, type of
soil and presence of microorganisms, and other factors as the
composition of the local ecological communities [4].

Obsolete pesticide stockpiling nevertheless remains a prob-
lem of major concern in many places. The development of
effective tools for assessing the bioavailability in food webs of
stocked chemicals and evaluating the dangers they present for
the environment and for local human populations is a major
challenge for the future. In this context, the Nile monitor proved
to be an efficient bioaccumulation indicator organism well
suited to sub-Saharan Africa, and especially useful for indicat-
ing the importance of environmental contamination in and
around wetlands, which are areas of major importance for
biota and humans.
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RESULTATS ET DISCUSSION

(Pour plus de détails et pour les références bibliographiques, se référer aux parties

« résultats », discussion » et « conclusions » de la publication précédente.)

Risques liés aux stocks de pesticides obsolétes — Le résultat le plus important de cette étude
est que le stockage durable de dieldrine et de parathion a Niono/Molodo n’a pas causé de
contamination environnementale sévere, contrairement a ce que I'on pouvait craindre. Les
caractéristiques physicochimiques de Ila dieldrine (persistance, bioaccumulation,
bioamplification) impliquent que, si une contamination environnementale importante avait
été a déplorer, les dosages auraient révélé la présence de cette molécule. En ce qui concerne
le parathion, la volatilisation de ce composé est faible et des facteurs de bioconcentration
considérables existent chez certains groupes d’animaux entrant dans le régime alimentaire
des varans. De plus, c’est un des composés organophosphorés parmi les plus fréquemment
détectés dans les tissus des reptiles (Hall, 1980 ; Campbell et Campbell, 2000). Ainsi, comme
pour la dieldrine, si une contamination environnementale importante par le parathion avait
été a déplorer, les dosages I'auraient trés certainement mise en évidence (ce qui n’est pas

nécessairement le cas pour tous les organophosphorés ; voir a ce sujet la Partie 4 du présent

document).

Il convient de préciser que compte tenu du régime alimentaire tres varié des varans et dans
I’éventualité d’une contamination environnementale avérée, la possibilité que les 18
individus prélevés sur ce site aient tous évité de manger des proies contaminées par la
dieldrine ou le parathion est trés improbable. De méme, comme pour les métaux,
I’hypothése que les varans les plus contaminés aient pu mourir précocement, et ainsi aient

pu ne pas figurer dans I'échantillon, doit étre discutée. Il est connu, en effet, que certains
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squamates sont trés sensibles au parathion (Fryday et Thompson, 2009 ; Hall et Clark,
1982) ; toutefois, comme il a déja été dit, des études menées chez d’autres especes ont mis
en évidence des niveaux quantifiables de ce composé, dont les valeurs sont comprises dans
notre gamme de détection. C’est une autre étude, datée de juillet 2008, qui défend le mieux
les conclusions que nous tirons du présent travail : des dosages de dieldrine et de parathion
effectués dans le sol autour du site de stockage de Niono-Molodo ont révélé une chute
spectaculaire des concentrations de ces deux substances dés que I'on s’éloigne de quelques
metres du point ou les f(ts étaient accumulés. L’hypothése d’une faible contamination
environnementale est donc, selon ces données, plus plausible que celle évoquant une

mortalité particuliere des varans contaminés.

Contamination des sites — Une gamme trés réduite de contaminants a été retrouvée sur
chaque site, et seuls le 4,4’-DDE, le 4,4’-DDD et le malathion sont présents a des
concentrations significatives dans I’échantillon. Une plus grande variété de composés était
attendue, surtout a Niamey. Flabougou, le site témoin, s’est effectivement avéré le moins
contaminé de tous, et pourra a I'avenir étre de nouveau utilisé comme site de référence lors

d’études écotoxicologiques en Afrique de I'ouest.

Des résidus de 4,4’-DDE ont été retrouvés sur les quatre sites, dans 70% des varans de
I’échantillon global. Mais les dosages sur les tissus des varans de Niono-Molodo et de
Niamey ont révélé des teneurs en 4,4’-DDE significativement supérieures a celles de Diffa et
de Flabougou. Tous les varans de ces deux sites (sauf un spécimen) contenaient du 4,4’-DDE,
alors que la moitié des varans des deux autres sites n’en présentaient pas de traces a des
niveaux détectables. Seuls les varans du Niger renfermaient des traces de 4,4’-DDD (cinq

individus, dont quatre a Niamey) et de malathion (seize individus).
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En comparaison avec les données disponibles sur la contamination des reptiles, les
concentrations d’OC mesurées dans les tissus des varans de la présente étude sont basses et
variables d’un individu a I'autre a Niono/Molodo et a Niamey, et basses et relativement
constantes a Diffa et Flabougou. L'interprétation des niveaux de malathion est en revanche
plus délicate, en raison du manque de données dans la littérature concernant ce composé en
particulier. Les comparaisons avec les charges tissulaires mesurées pour d’autres OP chez
des reptiles suggérent I'existence d’une contamination de faible importance, mais toute
généralisation reste hasardeuse. On sait par ailleurs, indépendamment des mesures de
concentrations tissulaires, que de faibles doses administrées expérimentalement a des
squamates peuvent avoir des effets déléteres considérables. La question des niveaux de
malathion dans les tissus des varans de cette étude reste donc a élucider. Par ailleurs, au-
dela de la question des concentrations de malathion, le simple fait de détecter ce pesticide
suggere qu’il est toujours utilisé de nos jours. Son emploi étant depuis 2009 interdit au

Niger, cette utilisation est donc illégale.

Le fait qu’aucun pesticide, parmi ceux répandus de nos jours sur les sites d’échantillonnage,
n’ait été détecté, n’est pas spécialement surprenant. En effet, les composés utilisés sont tres

peu persistants dans les conditions d’utilisation qui prévalent a Niono/Molodo ou a Diffa.

Le niveau apparemment faible de la contamination environnementale mesurée sur ces deux
sites témoigne d’une utilisation raisonnable des produits phytosanitaires, qu’il s’agisse des
quantités utilisées ou de la nature méme des produits. On remarquera en particulier
I'absence du 4,4’-DDT dans I’échantillon. Seuls ses métabolites, le 4,4’-DDD et le 4,4’-DDE,
ont été détectés. Ce résultat atteste qu’aucun usage déraisonnable du DDT n’a eu lieu

récemment. En bref, les données résultant de cette étude indiquent un statut
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écotoxicologique satisfaisant des quatre sites d’étude, en ce qui concerne la contamination

environnementale par les OC et les OP.

Variabilité interindividuelle et différences entre sites — Aucune différence entre la
contamination des males et celle des femelles n’a été mise en évidence. En revanche, la
contamination des varans differe de facon statistiquement significative entre les zones

d’échantillonnage.

Comme pour le plomb et le cadmium, la variabilité interindividuelle des concentrations
tissulaires de pesticides est considérable au sein de I'échantillon, méme entre individus du
méme site ; certains spécimens présentant des niveaux trés supérieurs a la médiane du
groupe auquel ils appartiennent. Ces observations confirment que les varans ne sont pas
exposés a la pollution de maniéere uniforme, ce qui renforce I’"hypothese selon laquelle leur

utilisation peut fournir des renseignements géographiquement trées précis.

L'une des principales explications de cette variabilité entre individus et entre sites concerne
le régime alimentaire. Celui-ci varie avec la taille / I'dge des varans. Or, les différents types
de proies ne sont pas également exposés aux contaminants environnementaux. Des varans
de tailles différentes sont donc susceptibles d’ingérer des proies plus ou moins contaminées.
Par ailleurs, comme pour les métaux, lintervention d’événements stochastiques peut
influencer les résultats en modifiant considérablement les charges tissulaires individuelles et
en accroissant de ce fait la variabilité entre individus. L'interprétation de cette variabilité est
la méme que pour les métaux : les valeurs indiquées par un individu précis se rapportent a
ses caractéristiques propres et a son histoire d’exposition. En revanche, les valeurs médianes
déterminées a partir d’'un échantillon comprenant un nombre d’individus significatif

correspondent a l'intégration de la contamination environnementale dans les différents

108



éléments de I'écosysteme. La résolution spatiale de l'indication est réduite a la surface

recouverte par les territoires des divers individus inclus dans I’échantillon en question.

Charges en pesticides et caractéristiques des varans — Le peu de valeurs obtenues avec le
4,4’-DDD a prescrit son inclusion dans les tests de corrélation. En ce qui concerne le 4,4’-DDE
et le malathion, seules les valeurs provenant des individus capturés sur les sites les plus
pollués ont été utilisées, c'est-a-dire Niono-Molodo et Niamey pour le 4,4’-DDE et Diffa et
Niamey pour le malathion. Les seules corrélations remarquables sont les suivantes: les
concentrations de 4,4’-DDE sont positivement corrélées a la longueur museau-cloaque (p <
0,05, p = + 0.41), a la masse corporelle (p < 0,03, p = + 0.44) et a l'indice de condition
physique (p < 0,02, p = + 0.48), mais pas a la masse absolue de tissu adipeux abdominal, ni a

I'indice de graisse somatique.

L'absence de relation négative entre les charges en contaminants et les indices de santé des
animaux (ICP et ISG) suggére qu’il n’existe pas d’effet délétére majeur sur I'état de santé des
varans qui soit causé par la présence du 4,4’-DDE ou du malathion dans leurs tissus. Par
ailleurs, on sait d’'une part que les pesticides organochlorés s’accumulent préférentiellement
dans les graisses (ce que confirment les présents travaux), et d’autre part que les varans
consomment leur graisse abdominale pendant la quiescence annuelle, libérant alors la
charge en organochlorés de ce tissu dans leur organisme. Cette situation pose la question du
devenir de ces polluants a ce moment précis. Quoi qu’il en soit, I'existence d’une corrélation
positive entre la charge en 4,4’-DDE du tissu adipeux et la taille ou la masse corporelle des
varans suggere qu’une part considérable des organochlorés est stockée dans du tissu

adipeux nouvellement formé au lieu d’étre excrétée. Cette caractéristique renforce la valeur
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du varan du Nil en tant qu’espece sentinelle pour lindication de I'exposition aux

organochlorés.

CONCLUSIONS

Cette étude indique que les pesticides obsoletes ne constituent pas nécessairement une
menace importante pour I'environnement autour des sites de stockage. Néanmoins, le
stockage de pesticides obsolétes demeure un probléme majeur dans de nombreuses
situations. Le développement d’outils efficaces permettant d’évaluer la biodisponibilité des
polluants entreposés et de caractériser les risques qu’ils représentent pour I'environnement
et les étres humains est un défi majeur pour le futur. Dans ce contexte, le varan du Nil se
révele étre un outil écologique efficace, bien adapté a I’Afrique sub-saharienne, et
particulierement utile pour indiquer I'importance de la contamination environnementale

dans les écosystémes d’importance majeure que sont les zones humides.

RESULTATS COMPLEMENTAIRES NON PUBLIES

AUTRES DOSAGES DE PESTICIDES SUR LES VARANS PRELEVES DANS LA NATURE

Les 23 pesticides organochlorés dosés dans le tissu adipeux et les 18 organophosphorés
dosés dans le foie des varans sauvages ont également été recherchés dans de nombreux

autres tissus, comme l'indique le tableau 4.
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Tableau 4 : Liste exhaustive des tissus utilisés pour les dosages des organochlorés et des

organophosphorés chez les varans prélevés dans la nature

Tissus utilisés pour les dosages

Tissu adipeux
Foie
Pesticides organochlorés
Rein

Muscle

Foie
Pesticides organophosphorés Rein

Muscle

Toutefois, les résultats des dosages autres que ceux des organochlorés dans le tissu adipeux
et des organophosphorés dans le foie se sont systématiquement révélés négatifs. Il est
probable que la contamination environnementale soit trop faible pour induire la
contamination, a des concentrations détectables, de tissus qui ne sont pas les cibles

principales de ces polluants.
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PARTIE 3 - CONCLUSIONS RELATIVES AUX VARANS SAUVAGES
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Les travaux présentés ci-dessus confirment la valeur du varan du Nil comme espece
sentinelle pour I'étude de la contamination des zones humides d’Afrique sub-saharienne par
des métaux et des pesticides organochlorés et organophosphorés. Cet outil permet en effet
de révéler des différences de contamination environnementale entre zones distinctes,
méme si celles-ci sont peu contaminées. Toutefois, en raison de l'influence de certains
facteurs individuels (sexe, taille / age), de I’évolution du régime alimentaire au cours de la
vie des individus, et de I'existence de facteurs stochastiques, la qualité de I'indication varie
selon le nombre de spécimens inclus dans I’échantillon. Plus I'effectif sera considérable, plus
les résultats s’affranchiront de l'influence des valeurs extrémes. L’utilisation d’échantillons
de taille importante est donc nécessaire pour donner une image de la pollution conforme a
la réalité. A ce titre, le varan du Nil constitue un outil des plus intéressants en raison de son

abondance et de la régularité de I'exploitation qu’il subit.

Il apparait que cet indicateur présente une résolution spatiale fine, correspondant a la
surface globale des territoires de I'ensemble des individus qui constituent un échantillon
local. Par son comportement alimentaire opportuniste, le varan du Nil représente par
ailleurs un intégrateur de la contamination environnementale a laquelle sont exposés les
grands taxons zoologiques (annélides, mollusques, vertébrés) qui entrent dans son

alimentation.

Nos travaux confirment que le varan du Nil peut accumuler des pesticides organochlorés et
organophosphorés, le plomb et le cadmium. Ce constat permet d’envisager I'étude d’un
grand éventail de polluants. De plus, il est possible de détecter les substances évoquées ci-
dessus sur une large gamme de concentrations. En effet, le varan du Nil ne semble pas

affecté par les niveaux de contamination correspondant a la présente étude (voir plus loin
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les résultats sur des varans captifs qui corroborent cette conclusion: résistance

exceptionnelle au Pb et OCs).

Ce travail a permis de préciser comment certaines caractéristiques individuelles pouvaient
influencer I'accumulation de polluants dans les tissus du varan du Nil. Il contribue ainsi a
mieux comprendre les regles et conditions de I'emploi de cette espéce comme sentinelle,
notamment en ce qui concerne |I'échantillonnage (en raison des différences entre sexes et
entre classes d’age) et le choix du tissu a privilégier pour doser tel ou tel polluant. Rappelons
gu’aucune corrélation entre les charges en plomb dans le tissu osseux et I’dge des varans n’a
été mise en évidence. Ce résultat reste surprenant, et malgré I'explication déja apportée,
nous suggérons de considérer la possibilité que cette absence de corrélation soit due au fait
gue les dosages ont été conduits sur un petit nombre d’individus sauvages. Quoi qu’il soit, il
convient désormais d’accorder une attention particuliére au développement des indices non
destructeurs, qui permettront d’inclure un plus grand nombre de spécimens dans les

échantillons sans le souci de la conservation des populations de varans.
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PARTIE 4 - ETUDE EXPERIMENTALE

Cette étude a fait I'objet d’une évaluation par le comité d’éthique de VetAgro Sup et a regu

un avis favorable (n°1035).
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VERS UNE APPROCHE EXPERIMENTALE

D’une maniére générale, les 57 varans prélevés a Niono/Molodo, Diffa et Niamey se sont
avérés moins contaminés que ce que I'on avait initialement supposé. Plusieurs hypothéses,

dont certaines ont déja été évoquées dans les conclusions exposées plus haut, sont

susceptibles d'expliquer cette situation :

- 1) La contamination environnementale associée aux trois zones supposées polluées est
moins importante que ce qu'on avait initialement envisagé. Deux alternatives peuvent
expliquer cette premiere possibilité : soit les sources de pollution sont peu susceptibles
d'introduire les contaminants dans le milieu ; soit les polluants sont bien rejetés, mais sont
rapidement dégradés, transformés en une forme non assimilable, fixés dans des éléments de
I'écosystéme qui ne permettent pas leur entrée dans les réseaux trophiques ou encore

transportés loin des sources présentes sur les sites d'échantillonnage.

- 2) La contamination environnementale est bien réelle, voire importante, mais le varan du
Nil ne la réveéle que dans des proportions modestes. Il est en effet possible que certains
polluants ne soient que peu (ou pas) absorbés au niveau de la muqueuse intestinale des
varans. Il est encore envisageable qu'ils soient absorbés mais rapidement excrétés (au lieu
d’étre stockés dans les tissus dans lesquels les dosages ont été conduits). Enfin, il se peut
que les animaux les plus exposés aient été si séverement contaminés qu’ils en soient morts,

et n’aient donc pas été inclus dans les échantillons.

Afin de contribuer a élucider, sur une base peu contestable, la question de la faible
contamination des tissus des spécimens sauvages, un protocole d’expérimentation a été mis
en place sur des varans maintenus en captivité. Cette étude comportait trois objectifs
principaux :
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i) Savoir si les varans absorbent effectivement certains polluants appartenant aux
mémes familles chimiques que ceux retrouvés chez les individus sauvages et dans

guelles proportions ils les accumulent dans leurs tissus ;

i) Vérifier que les varans peuvent survivre a des doses correspondant aux
concentrations que I'on peut mesurer dans des animaux entrant dans le régime

alimentaire des varans ;

iii) Valider I'usage d’indices non destructeurs, au moins en ce qui concerne le plomb.

D’autres objectifs, plus secondaires, ont également été poursuivis: vérifier les
organotropismes a doses plus importantes, accéder grossierement aux aspects temporels de
I’'accumulation des polluants dans les tissus et évaluer les effets des contaminants sur

guelques parameétres biologiques.

(Un article de recherche présentant en détail les méthodes et les résultats de cette étude est
en cours d’achévement. La suite de I'exposé en résume les points essentiels.Matériels et

meéthodes)

MATERIEL ET METHODES

Choix de I'espéce - Le protocole d’expérimentation a été mis en place sur une espéce de
varan proche du varan du Nil: le varan de savane (V. exanthematicus) que tous les
cladogrammes, qu’ils soient a base morphologique (cf. Bohme 2003, Koch et al. 2010;
Pianka & King 2004) ou génétique (Ast, 2001), désignent comme I'espéce sceur du groupe
niloticus — ornatus, au sein du sous-genre africain Polydaedalus. Des difficultés d’ordre
réglementaires ont en effet proscrit |'utilisation de varans du Nil : les lots disponibles pour

cette espece étaient en effet composés d’individus sans lien de parenté, d’ages tres variables
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(jusqu’a 10 mois de différence) et surtout prélevés apres qu’ils aient vécu a I'état sauvage
durant au moins quelques semaines, temps suffisant a ce qu’ils soient éventuellement
exposés aux composés faisant I'objet de cette expérimentation. Pour ces raisons, il a été
choisi de travailler plutét avec un lot de varans de savane, issus d’'une méme ponte, nés en

captivité et importés en France rapidement (moins de deux semaines) apres leur naissance.

Caractéristiques spécifiques du varan de savane — Le varan de savane fait partie, avec le
varan du Nil et d’autres varans de la radiation africaine, du sous-genre des Polydadalus.
L'aire de répartition du varan de savane s’étend approximativement de I'équateur au 18°
parallele, sur presque toute la largeur de I'Afrique, du Sénégal et de la Gambie jusqu’en
Ethiopie.

Le varan de savane est gris a jaune sable, avec éventuellement la présence d’ocelles plus
claires ou orangées en position dorsale. L’arriere de la téte est recouvert d’écailles nucales
épaisses et rugueuses. Il présente une morphologie proportionnellement plus robuste que le
varan du Nil. La téte est moins élancée, et se termine par une cassure de I'angle du profil
(d’ou son surnom de gueule tapée dans certains pays d’Afrique de I'ouest). Le museau est
donc plus court. Il ne présente pas d’adaptation particuliere au milieu aquatique ; la queue
est dépourvue de I'aplatissement latéral sur I'aréte dorsale (pas de créte caudale). Elle est
relativement courte par rapport a celles des autres varans et ne dépasse pas la longueur du
corps. Les plus grands individus pourraient atteindre 200 cm. Il est toutefois peu probable de
rencontrer dans la nature, de nos jours, des spécimens dont la longueur totale dépasse 130

cm. Le record de longévité, en captivité, s’éléve a 17 ans (Bartlett and Bartlett, 1996).

Ce varan, comme son nom l'indique, est fréquent dans les savanes de la zone soudano-

sahélienne. On peut également le rencontrer dans des régions moins arides. Il est toutefois
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absent des foréts humides et des déserts proprement dits. C'est un animal actif et
polyvalent, qui arpente son territoire a la recherche de nourriture durant tout le jour
(Bartlett and Bartlett, 1996). Bien que principalement terrestre, il est capable (comme les
autres varans) de nager, grimper et creuser. Contrairement au varan du Nil, le varan de
savane a tendance a éviter la présence de 'lhomme. Arbres, terriers et autres termitiéres

sont utilisés comme abris (De Lisle, 1996).

Le régime alimentaire du varan de savane présente, comme celui du varan du Nil, une forte
tendance opportuniste. Il comprend arthropodes, mollusques, amphibiens, oiseaux, ceufs de

reptiles et petits mammiféres. Le cannibalisme a également été rapporté chez cette espéce.

Le varan de savane est un animal territorial. Son activité est hautement saisonniere. Dans
certaines régions, il peut rester en quiescence, inactif et sans s’alimenter, durant six mois (de

décembre a juin).

D’un tempérament beaucoup moins agressif que le varan du Nil, le varan de savane est de
tres loin le plus populaire des varans en tant qu’animal de compagnie. De nombreux
nouveau-nés sont prélevés dans la nature pour étre élevés en captivité et alimenter le
marché des N.A.C. en Europe ou aux Etats-Unis d’Amérique. Plusieurs dizaines de milliers
d’individus quittent ainsi le continent africain chaque année. La viande de varan de savane
est beaucoup moins appréciée que celle du varan du Nil ; sa présence est donc plus rare sur
les marchés de viande de brousse. En revanche, I'espece est régulierement exploitée pour sa

peau, largement utilisée dans I'artisanat local.

Le commerce de la peau et les prélevements d’individus vivants destinés a I'exportation
peuvent étre, dans certaines régions d’Afrique sahélienne, a 'origine d’un déclin sensible

des populations locales. Toutefois I'espéce dans son ensemble n’apparait pas menacée ; elle
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est classée en annexe Il de la CITES (CITES, 2011). Bien que son exploitation soit intense et
réguliere, elle a été jugée durable et non inquiétante (catégorie LC pour least concern) lors

de la derniére évaluation de I'lUCN (Bennett and Sweet, 2009).

Animaux expérimentaux — Les 28 varans de savane impliqués dans ce travail ont été
importés du Togo. lls étaient agés de moins de deux mois au début de |'expérience et
pesaient de 27,5 a 53,3 g (voir données individuelles en annexe 2). Leur exposition in ovo (et
aprés éclosion avant leur arrivée sur le site d’étude) aux polluants choisis pour I'expérience
est inconnue mais supposée négligeable. Au total 21 individus ont été exposés a des
contaminants (voir ci-apres), sept autres ont servi de témoins négatifs. Les deux groupes
n‘ont pas été constitués aléatoirement, mais de maniére a ce que la masse corporelle
moyenne des individus qui les composent soit approximativement la méme. Il n’a pas été
envisageable de déterminer le sexe des animaux a cet age, cette donnée n’a donc pas pu

étre prise en compte au moment de la constitution des groupes.

Hébergement - Afin de contrdler la prise alimentaire et de limiter le stress potentiel
découlant des interactions négatives entre individus, les varans ont été hébergés
individuellement. Les enclos étaient pourvus d'abris (écorce de liege), disposés de sorte que
les animaux puissent a la fois se dissumuler et de se positionner a leur guise sur un gradient
thermique. La présence de tels abris est pour les reptiles un facteur essentiel de limitation
du stress. Les varans ont été hébergés dans des bacs en plastique opaque de 650 x 450 x 350
mm, recouverts d’un couvercle grillagé. Ils disposaient d’'un bassin de 200 x 200 x 35 mm
dont I'eau était changée quotidiennement. Les bacs individuels étaient équipés chacun
d’une ampoule émettrice de rayons ultraviolets (nécessaires au développement normal du

squelette) et d’une lampe chauffante créant un gradient thermique de 25 a 32 °C. Le fond
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des bacs était recouvert de litiere (éclats de gangue de noix de coco). Leur entretien a été
effectué par un personnel expérimenté, soucieux de réduire au minimum le temps

d’intervention et le dérangement.

Protocole expérimental — Chez les reptiles, la voie alimentaire est la voie d’exposition
prépondérante aux polluants environnementaux (Smith et al., 2007). Nous avons donc
reproduit artificiellement une situation d’exposition chronique par voie alimentaire a 3 types
de substances toxiques caractéristiques du risque de contamination environnementale qui

prévaut dans les zones humides d’Afrique sub-saharienne :

- un pesticide organochloré, le 4,4’-DDT, fortement rémanent, bioaccumulable et
bioamplifiable. Cette substance a été abondamment utilisée dans le passé contre les
vecteurs du paludisme et I’est parfois encore de nos jours;

- un pesticide organophosphoré, le chlorpyrifos éthyle (ou CPF), employé contre les
arthropodes ravageurs, c’est I'un des pesticides les plus utilisés aujourd’hui en
Afrique, mais aussi aux Etats-Unis d’Amérique ;

- un métal, le plomb, fortement associé a la pollution d’origine automobile au moins
jusqu’a un passé récent.

Tous les varans ont été nourris ad libitum deux fois par semaine. Les repas étaient constitués
de foetus de souris. Aprés six semaines d’acclimatation, les varans ont recu une fois par
semaine un repas préalablement contaminé par une injection d’'un mélange des trois
polluants utilisés pour la présente étude (pour les animaux dits « exposés ») ou par une
injection du seul liquide utilisé pour la dilution de ces polluants (i.e. de I’huile alimentaire,
pour les animaux dits « témoins »). Les foetus injectés étaient préparées a VetAgro Sup et

transportés dans un contenant réfrigéré sur le site d’étude pour étre donnés aux varans. Ces
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derniers ont ainsi recu une dose fixe de chaque polluant, proportionnellement a leur masse
corporelle dont I"évolution individuelle a fait I'objet d’un suivi régulier. Pour les spécimens
exposés, les doses suivantes ont été initialement retenues, en référence aux données
publiées jusqu’ici sur la contamination potentielle des proies des varans : 4,4’-DDT a 4
mg/kg/semaine, CPF a 2 mg/kg/semaine, plomb a 20 mg/kg/semaine. La masse corporelle
prise en compte était celle de la semaine précédent I'alimentation. Toutefois, en raison de la
mort prématurée de plusieurs individus (cf. infra), les doses de CPF et de plomb ont été

revues a la baisse aprés huit semaines pour passer a 0,5 mg/kg et 10 mg/kg, respectivement.

Une fois les doses ajustées, plus aucun individu n’est mort. Les varans ont alors subi une
exposition réguliere jusqu’a leur euthanasie. Puisque seize individus seulement demeuraient
alors, le plan d’euthanasie initial portant sur quatre varans par mois pendant six mois a été
modifié : il a été décidé de constituer deux groupes de huit varans destinés a étre
euthanasiés a des dates différentes : le premier groupe (appelé dans la suite de ce document
« premier groupe expérimental ») neuf semaines aprés le début de I'exposition aux doses
modifiées, le second (« second groupe expérimental ») dix-huit semaines. Chacun des deux

groupes comportait cing varans exposés et trois témoins.

Une fois par semaine, les varans ont été pesés et mesurés (longueur museau-cloaque, ou

LMC) au moment du nettoyage des bacs afin de limiter les dérangements.

Prélevements et analyses — Les tissus suivants ont été prélevés sur chaque varan pour la
réalisation des dosages toxicologiques : graisse, foie, reins, muscle, fémur, peau, pointe de la
gueue et phalanges. Le prélevement des trois derniers tissus est aisément réalisable sur le
terrain, et n’impliquent pas la mort du spécimen dont ils proviennent. Les varans perdent

fréquemment I'extrémité de leur queue au cours de leur vie ; le prélevement de quelques
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centimetres n’est pas néfaste a I’'animal. De méme, I'ablation d’'une phalange est reconnu
comme peu traumatisant et permet en outre le marquage individuel. Par ailleurs, un
prélevement de sang a été effectué sur les seize individus euthanasiés. Afin de tenter de
mettre en évidence d’éventuels effets déléteres en relation avec I'administration des trois
polluants, certains tissus (graisse, foie, reins, muscle squelettique, pancréas et gonades) ont
également été utilisés pour des analyses histopathologiques. Des dosages des constituants
biochimiques élémentaires du sang et un examen hématologique ont été réalisés (cf. annexe

3 pour consulter les paramétres étudiés).

Les substances d’intérét utilisées durant ce travail ont aussi été quantifiées dans les aliments
proposés aux varans, dans I'eau qu’ils avaient a leur disposition, et dans I'huile utilisée pour
I'injection du mélange de polluants dans les souriceaux. Les résultats de ces dosages ont

révélé des concentrations négligeables.

Aspects analytiques — Les aspects analytiques sont en tous points semblables a ceux
concernant les varans prélevés dans la nature, a cela prés que les seules molécules
recherchées sont celles administrées aux varans, c'est-a-dire plomb, 4,4’-DDT et CPF, plus
deux métabolites du 4,4’-DDT : le 4,4’-DDD et le 4,4’-DDE. Dans la suite de ce document, le

terme DDT total sera employé pour désigner la somme des concentrations de 4,4’-DDT, 4,4’-

DDD et 4,4’-DDE.

Traitement statistique des données — Les groupes présentaient des effectifs réduits et la
distribution des données s’est révélée non normale. En conséquence, des tests non
paramétriques ont été utilisés. Des tests de Mann-Whitney-Wilcoxon ont été effectués pour
rechercher d’éventuelles différences entre les individus exposés et les témoins. La

comparaison des valeurs associées au groupe témoin avec celles des premier et second
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groupes expérimentaux a été réalisée a I'aide du test de Kruskal-Wallis, avec emploi de la
méthode des corrections de Bonferroni pour traiter la question des comparaisons multiples.
Le test non paramétriques des rangs de Spearman a été employé pour révéler de possibles
corrélations, d’une part, entre les concentrations tissulaires et la quantité totale absolue de
chaque contaminant administrée a chaque individu, et d’autre part, entre les concentrations
dans les IND et celles dans les tissus cibles ou dans le muscle (tissu principalement

consommé par ’lhomme).

RESULTATS ET DISCUSSION

Le plomb et le 4,4’-DDT (et ses métabolites 4,4’-DDD et 4,4'DDE) ont été retrouvés, chez les
varans de cette étude, a des concentrations rarement égalées chez un reptile (données de
synthése chez Campbell, 2003 ; Campbell et Campbell, 2000 ; Campbell et Campbell, 2001 ;
Hall, 1980 ; Sparling et al., 2010). Les valeurs de concentration médiane, minimale et
maximale mesurées dans chaque tissu sont présentées aux tableaux 5a (plomb) et 5b (DDT
total). Des valeurs individuelles exceptionnellement élevées ont été observées chez certains
des spécimens le plus longuement exposés, avec des maxima a 638,7 mg.kg™ de DDT total
dans le tissu adipeux ou encore de 173 mg.kg'1 dans le foie. En ce qui concerne le plomb,
certains individus présentaient des concentrations dans le tissu osseux avoisinant les 80
mg.kg, des concentrations rénales atteignant 13,6 mg.kg™ et des plombémies mesurées 3

plus de 11 mg.l'l.

En revanche, le CPF n’a été détecté dans des proportions quantifiables dans aucun tissu des

28 varans impliqués dans I'étude.

Un autre résultat primordial de cette étude est, comme on I'a vu, que 10 varans exposés
sont morts prématurément.

127



Absorption et accumulation des polluants administrés — Les valeurs médianes des
concentrations du plomb et du DDT total mesurées chez les varans exposés se sont toujours
avérées supérieures a celles mesurées chez les varans témoins (p < 0,01 quel que soit le
tissu). Au regard des doses extrémement élevées de plomb et de DDT mesurées a la fin de
I’étude chez des individus exposés et pourtant apparemment en bonne santé, il est peu
probable que ces deux polluants soient impliqués dans la mort précoce des 10 spécimens
évoquée précédemment. Le seul composé pouvant étre incriminé est donc bien le CPF. Bien

gu’il n"ait pas été détecté, il a donc été absorbé lui aussi.

Ainsi, I'une des principales questions a l'origine de cette étude expérimentale trouve ici
réponse : les varans de savane peuvent effectivement absorber le plomb, le DDT et le CPF
lorsqu’ils sont exposés a ces polluants par voie alimentaire. Bien que toute généralisation
soit a considérer avec précaution, il est par suite raisonnable de penser que les varanidés en
général peuvent aussi les absorber. De plus, les concentrations trés élevées mesurées chez
les spécimens exposés suggerent qu’une part importante du plomb et du DDT administrés se

trouve finalement stockée dans les tissus des varans.
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Tableau 5a : Valeurs médianes, minima et maxima des concentrations (en ug.g'l) de plomb

chez les varans expérimentaux (T : témoins, 1 : 1 groupe expérimental, 2 : 2™ groupe)

en ug.g‘1 Médiane Minimum Maximum
0,581 <qt 1,386
Os 17,335 14,193 50,039
73,679 34,286 78,439
0,032 <qt 0,131
Foie 0,752 0,178 2,289
2,489 1,679 8,427
0,078 <qt 0,671
Reins 3,836 2,052 8,742
8,261 6,101 13,569
0,077 <qt 0,198
Muscle 0,240 <qt 0,598
0,505 0,287 2,898
0,034 <qt 0,055
Sang 0,724 0,157 6,189
7,376 4,599 11,416
0,206 <qt 0,261
Peau 0,386 0,284 0,775
0,412 0,266 1,824
0,345 0,063 1,983
Pointe de la queue 20,878 10,296 37,476
43,408 30,754 55,365
0,584 <qt 1,949
Phalanges 20,290 9,796 48,710
50,087 32,105 60,816
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Tableau 5b : Valeurs médianes, minima et maxima des concentrations (en ug.g'l) de DDT
total dans les tissus provenant des varans expérimentaux (T : groupe d’animaux témoins, 1 :

premier groupe expérimental, 2 : second groupe expérimental)

en ug.g‘1 Médiane Minimum Maximum
T 0,081 0,013 9,286
Graisse abdominale 1 220,745 197,961 512,006
2 345,098 213,163 638,755
T 0,040 0,015 0,733
Foie 1 65,672 34,005 125,974
2 153,787 123,585 172,954
T 0,007 <qt 0,092
Reins 1 0,446 0,211 0,635
2 0,751 0,150 1,215
T 0,005 <qt 0,045
Muscle 1 0,389 0,227 0,664
2 0,812 0,217 1,274
T <qt <qt 0,010
Peau 1 0,081 0,064 0,128
2 0,148 0,048 0,221

Pour le plomb comme pour le DDT total, les valeurs médianes des concentrations (quel que
soit le tissu considéré) sont généralement les plus basses chez les animaux du groupe
témoin, intermédiaires chez ceux du deuxiéme groupe expérimental et les plus élevées chez
ceux du troisieme groupe expérimental. Le constat est identique avec les concentrations
individuelles minimales et les concentrations individuelles maximales (voir Figure 15). Les
tests de comparaison des rangs de Kruskal-Wallis et I'emploi de la méthode des corrections
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de Bonferroni confirment cette tendance générale.
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Figure 15 : Accumulation du plomb dans le tissu osseux des varans (a gauche),

et du DDT total dans le tissu adipeux abdominal (a droite)

Par ailleurs, les tests non paramétriques des rangs de Spearman révelent une corrélation
entre les charges tissulaires et la dose de plomb ou de DDT administrée (pour ces deux
polluants : p < 4.10° quel que soit le tissu). Il parait donc établi qu’une accumulation du
plomb et du DDT s’est produite dans les tissus des varans a mesure que se déroulait dans le

temps I'administration d’aliments contaminés.

Le fait que le CPF n’ait pas été détecté, en dépit de son administration aux animaux, traduit
certaines caractéristiques particulieres de la contamination par ce composé, révélées par des
études précédentes menées chez des mammiféres (HSDB, 2010). Une intoxication aigué au
CPF peut produire des effets violents. Toutefois, chez le rat, sa dégradation en
diéthyphosphate (DEP), diéthylthiophosphate (DETP) et trichloropyridinol (TCP) est rapide,
de méme que son excrétion, via I'urine et les feces. La demi-vie de ces molécules dans le foie
et les reins de rats pourtant exposés a une dose bien supérieure a celle administrée a nos
varan (50 mg/kg) n’exceéde en général pas 20 heures (ONUAA/OMS, 1999 ; Timchalk et al.,
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2007). Cela explique qu’aprés le délai de 7 jours entre I'administration du CPF et les
prélévements, on ne détecte plus cette molécule dans les tissus des varans expérimentaux
contaminés. A noter toutefois que ce qui est vrai pour le CPF ne I'est pas nécessairement

pour les autres OP, notamment le parathion et le malathion.

Survie des varans aux doses administrées — Le comportement et I’état de santé général des
individus du second groupe expérimental, les plus lourdement contaminés, paraissaient
normaux. Les premiers résultats des analyses anatomopathologiques n’ont par permis de
mettre en évidence un quelconque effet délétere de la contamination sur les tissus; de
méme, les analyses sanguines et plasmatiques n’ont révélé aucune différence, entre les
varans exposés et les varans témoins, au niveau des paramétres hématologiques ou
biochimiques (résultats sur les tableaux en annexe 3). On en conclura donc, jusqu’a plus
ample informé, que les concentrations de plomb et de DDT total mesurées chez les individus
exposés du second groupe expérimental — concentrations pourtant exceptionnellement

élevées — n’ont pas d’effets pathologiques manifestes sur les varans.

Ainsi il est peu probable qu’a des niveaux plus faibles (cohérents avec la contamination des
sites sur lesquels ont été prélevés les varans du Nil considérés plus haut), 'un de ces deux
contaminants, voire |'association des deux, puisse étre a I'origine de la mort de certains
individus. Les varans de savane, et vraisemblablement aussi les autres varanidés (bien que
cela reste a confirmer), peuvent visiblement supporter une exposition au plomb et au DDT a

des doses tres importantes.

En ce qui concerne l'interprétation des résultats relatifs au CPF, la situation est plus délicate.
Il apparait que les doses hebdomadaires de CPF administrées initialement aux varans (2

7

mg/kg/semaine) étaient trop importantes, pour certains spécimens du moins, et ont été a
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I'origine de la mort prématurée de 10 individus. En revanche, les quantités administrées
ensuite, aprés que la dose hebdomadaire ait été revue a la baisse (a 0,5 mg/kg/semaine), se

sont avérées suffisamment faibles pour ne causer la mort d’aucun autre varan.

Cette expérimentation reposait sur le postulat que les doses de polluants administrées
initialement ne devaient pas occasionner de mortalité directe. Dix cas de mortalité directe
ont pourtant été recensés. Ainsi, bien involontairement, nous avons établi une fourchette de
valeurs entre une dose de CPF nocive (voire mortelle pour certains) et une dose sans effet
délétere notoire ; cette substance étant administrée chez le varan de savane par voie orale,
sur une base hebdomadaire, pendant six mois et en association avec une exposition au
plomb et au DDT. Dans ces conditions, la dose maximale tolérable sans conséquence serait
comprise entre 0,5 et 2 mg d’ingrédient actif par kilogramme de masse corporelle et par

semaine.

Des effets neurologiques, caractéristiques de l'inhibition des cholinestérases, ont été
manifestes chez plusieurs de nos spécimens expérimentaux, tant parmi ceux qui sont morts
que parmi ceux qui ont survécu. Ces effets consistaient en tremblements importants,
altération de la locomotion et de I'équilibre, hochements de téte répétés, sortie de la langue
a une fréquence inhabituellement élevée, raideur des membres, enroulement de la queue,

tétanie, comportements aberrants, apathie.

Les premiers signes d’intoxication sont apparus environ 2h30 apres |’exposition par voie
alimentaire. Les déces sont survenus huit a dix heures apres I’exposition. Chez les spécimens
qui ont survécu, plus aucun effet n’était observable au bout d’'une durée de 22 heures et 30
minutes apres le repas de souriceaux contaminés. Il apparait ainsi que, d’'une part, les varans

de savane absorbent effectivement le CPF et que, d’autre part, a la dose de 2
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mg/kg/semaine, soit ils en meurent sous une dizaine d’heures, soit ils parviennent a le

métaboliser entierement et se rétablissent en moins d’une journée.

Le chlorpyrifos-éthyle, largement et abondamment employé de nos jours sur une bonne
partie des zones agricoles de la planete, représente donc potentiellement un danger
considérable pour I'herpétofaune. Ce constat constitue un nouvel argument pour
recommander la prise en compte des reptiles dans les analyses de risque liés aux intrants
agricoles. Toutefois la généralisation de «ces résultats a d’autres composés
organophosphorés, comme le parathion, est peu judicieuse; les doses néfastes des
différents composés organophosphorés sont en effet tres variables (Campbell et Campbell,

2000 ; Hall and Clark, 1982 ; Fryday et Thompson, 2009).

Utilisation des IND — Nous avons mis en évidence d’excellentes corrélations entre les
concentrations en plomb mesurées dans |'os et, d’une part, celles mesurées dans la pointe
de la queue (p < 10, p = + 0,93) et, d’autre part, dans les phalanges (p < 2.10™, p = + 0,95)
(voir Figure 16). L'os étant le tissu de stockage privilégié pour le plomb, 'utilisation de ces
deux indices peut s’avérer fort judicieux a I'avenir pour traduire I'exposition des varans a ce
métal sans avoir a tuer aucun animal. La pointe de la queue et les phalanges étant
principalement composées d’os, ceci explique leur efficacité. Des corrélations ont également
été révélées entre la charge en plomb du sang et celles de 'os (p < 2.10™ p = + 0,81) et du
muscle (p < 0,03, p = + 0,56). Toutefois, I'usage des prélevements sanguins est moins
convainquant que celui des phalanges ou des fragments de queue pour trois raisons : i) les
corrélations sont moins bonnes, ii) le prélevement de sang peut s’avérer plus délicat sur le
terrain et iii) la conservation des échantillons sanguins est moins facile (phalanges et pointes

de queue peuvent étre simplement séchées au soleil et conservées ensuite au sec a
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température ambiante). En outre, des corrélations plus modestes ont également été mises
en évidence entre les charges en plomb des deux IND et celle du muscle (p < 0,01, p = +
0,49 pour les pointes de queue ; et p < 0,02, p = + 0,47 pour les phalanges). Ces deux IND
peuvent donc également s’avérer utiles pour l'indication du risque encouru par les
consommateurs de viande de brousse. En revanche, aucune corrélation significative n’a été
détectée entre la contamination de la peau et celle d’autres tissus tels que I'os, le foie, le
rein ou le muscle. Il est possible que I'excrétion d’une proportion substantielle du plomb par
les mues soit a l'origine de cette absence de corrélation. Il ne semble donc pas indiqué
d’utiliser des biopsies de peau pour inférer la contamination générale de I'organisme par ce
métal. Enfin, il parait important de noter que des corrélations existent entre les
concentrations en plomb dans les pointes de queue et les phalanges et celles que présentent
des tissus pouvant traduire une exposition récente au plomb, tels que le foie (p < 5.10°°, p=
+0,77 ;etp< 2.10'4, p =+ 0,70, respectivement) ou les reins (p < 8.10'6, p=+077;etp<

4.107, p =+0,73, respectivement).

En bref, la valeur des pointes de queue et des phalanges en tant qu’indicateurs non

destructifs s’avere excellente et approximativement comparable.

En plus du travail sur le plomb, nous avons cherché a vérifier si des biopsies de peau
pouvaient servir d'IND pour la contamination par le DDT total. Le résultat s’est avéré
satisfaisant, puisque les concentrations en DDT total dans la peau des varans sont corrélées
a celles mesurées dans le foie (p < 5.10°, p =+ 0,73), dans les reins (p < 6.10%, p=+0,73)et
surtout dans la graisse abdominale (p < 107, p =+0,76 ) (voir Figure 16). Ainsi les biopsies de
peau se révelent capables d’indiquer la contamination en DDT total (et sans doute aussi en

d’autres pesticides organochlorés) de leur tissu de stockage principal, la graisse.
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Figure 16 : lllustration de la corrélation entre la concentration en plomb dans I’os et dans un
IND, les phalanges (a gauche de la figure), et de la corrélation entre la concentration en DDT

total dans le tissu adipeux abdominal et dans un autre IND, la peau (a droite)

Etude des organotropismes — Compte tenu du petit nombre d’individus inclus dans I'étude,
la distinction entre males et femelles n’a pas été faite de facon méthodique. La hiérarchie

des concentrations en contaminants lors de ce travail expérimental est la suivante :

- Plomb: 0s >>> rein > foie > [muscle, peau]

- 4,4-DDT et ses métabolites : graisse >>> foie > [rein, muscle] > peau

Les organotropismes révélés par I'étude expérimentale s’averent en tous points
comparables a ceux observés chez les varans sauvages, et ce, a des concentrations tissulaires
beaucoup plus élevées. Cette similitude entre les organotropismes observés a des niveaux
de contamination treés différents représente un atout supplémentaire de une espéce
sentinelle. En effet elle valide le fait que, quelle que soit I'importance de la contamination
environnementale, les schémas de contamination de I'organisme sont identiques et par

conséquent les tissus a privilégier pour les dosages restent toujours les mémes.
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PARTIE 5 - CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES
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Les travaux menés sur les animaux prélevés dans le milieu naturel ont montré que le varan
du Nil représentait un outil de qualité pour I’estimation de la pollution des zones humides en
Afrique sub-saharienne. Ills montrent notamment que cet animal sentinelle peut permettre
de distinguer les degrés de contamination de divers sites, méme si ceux-ci ne sont que
légérement affectés. Toutefois, a I'issue des prélevements opérés sur le terrain, des zones
d’ombre subsistaient, qui ont conduit a la mise en place d’un travail expérimental avec des
varans de savane. Dans les limites imposées par la généralisation d’un résultat d’'une espéce
a une autre, les travaux expérimentaux ont permis de lever le doute sur I'essentiel des

guestions qui demeuraient.

lls ont montré, en effet, que les trois polluants utilisés dans I’étude (plomb, DDT et CPF) sont
absorbés par les varans, et que le plomb et le DDT s’accumulent dans leurs tissus. lls ont
aussi révélé que cette accumulation peut se faire dans des proportions exceptionnelles, sans
provoquer d’effets délétéres majeurs sur les varans. Ce résultat confirme donc la possibilité
d’utiliser le varan du Nil comme indicateur de pollution pour une large gamme de
concentrations. Il montre aussi qu’une part considérable des contaminants ingérés (plomb et
DDT en tout cas) se retrouve stockée dans les tissus cibles ; la qualité de I'indication en est
donc accrue. Pour le plomb et le DDT, I'importance de la contamination des tissus est
fonction des quantités de contaminants auxquelles les individus sont exposés par voie
alimentaire. Encore une fois, avec toute la réserve nécessaire lorsque I'on se risque a une
généralisation des résultats, ces travaux suggérent que les varanidés en général seraient
susceptibles de révéler la contamination environnementale par le plomb et par les pesticides
organochlorés. Puisque leur concentration dans les tissus des varans prélevés sur les quatre
sites d’échantillonnage au Mali et au Niger s’est avérée limitée, on peut conclure que la

contamination environnementale par le plomb et le DDT n’y revét pas une importance
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majeure.

Pour ce qui est des organophosphorés, les expérimentations ont montré que le CPF pouvait
facilement causer la mort des varans. Par ailleurs, 'absence de détection de ce composé,
chez des animaux qui I'avaient pourtant absorbé, est un fait déja largement signalé par les

travaux précédents.

En bref, les éléments apportés par ce travail confirment que le varan du Nil se révele étre un
bon outil pour I'indication de la contamination environnementale par le plomb et par les
pesticides organochlorés. Dans le cas des organophosphorés, son efficacité est certainement
plus variable, et dépend visiblement des caractéristiques physicochimiques des composés
considérés. Parallelement aux quantifications de contaminants proprement dits, il peut
s'avérer judicieux de mener des dosages de biomarqueurs, comme par exemple la
butyrylcholinestérase sérique, dont linhibition permet d’évaluer [limportance de
I’exposition aux organophosphorés (Fossi et al., 1995 ; Sanchez et al., 1997). Mais cette

approche ne permet pas 'identification formelle des composés en présence.

Enfin, I'utilisation d’indices non destructeurs sera privilégiée a I'avenir. Les essais faits ici
dans ce sens s’averent concluants pour la pollution par le plomb (avec des dosages dans les
phalanges ou dans les pointes de queue) et par le DDT (avec des dosages dans des biopsies
de peau), a condition que I'exposition des varans soit considérable. La valeur de I'utilisation

des IND pour le dosage d’autres polluants reste a évaluer.

L'usage des pyréthrinoides de synthese, autre grande famille de pesticides, est croissant en
Afrique. Les travaux qui permettraient d’apprécier la valeur du varan du Nil pour I'indication
de la contamination environnementale par ce type de composés restent a réaliser. Pour que

I’éventail des polluants d’importance majeure soit encore plus complet, il conviendrait
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également de prendre en considération les PCB et les dioxines/furanes, ainsi que d’autres
métaux ou métalloides comme le mercure ou I'arsenic. Les polluants liés a I'exploitation du
pétrole ou a la décharge sauvage de déchets issus des appareils électroniques
(communément appelés « e-waste ») représentent des menaces croissantes en Afrique. La
caractérisation de la contamination de I'environnement par ces sources revét un intérét
majeur pour l'avenir, et l'utilisation d’un indicateur comme le varan du Nil pourrait

contribuer a réaliser son suivi.

De multiples autres perspectives s'ouvrent également dans le sillage de cette étude. L'une
des plus séduisantes concerne les conditions précises de la fixation du plomb dans le
squelette, notamment les rapports pouvant exister entre la charge locale de ce métal, la
vitesse de croissance des os et les modalités de leur morphogenéese (jeu complexe des
dépots et résorptions osseux). Dans ce domaine, les varans constituent un modeéle
biologique de grande valeur en raison des particularités structurales que montre leur
squelette. Une autre piste des plus prometteuses concerne l'influence du temps (age
individuel) sur les concentrations de métaux et de pesticides dans I'organisme des animaux :
la détermination squelettochronologique de I’age des varans (a I'année prés) rend possible
de telles investigations. Enfin, I'utilisation du modéle — varan pour développer I'étude des
phénoménes de détoxification des femelles lors de la ponte s’avere extrémement
prometteur en raison de la taille exceptionnelle des pontes de ces animaux (jusqu’a 60% du

poids de la carcasse fraiche débarrassée des ceufs selon Buffrénil et Rimblot-Bailly (1999).
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ANNEXE 1

N° Pays Site Sexe MC (kg) LMC (cm) MG (g)
1 M 0,780 32,0 a1
2 M 2,36 45,7 104
3 M 1,78 44,7 147
4 M 2,16 46,6 115
5 M 3,10 54,3 164
6 M 3,54 54,7 75
7 F 1,60 45,2 a1
8 M 4,18 58,3 148
9 M 3,84 58,4 65
Niono/Molodo
10 F 0,492 31,0 21
11 M 1,84 44,4 99
12 M 1,34 39,7 87
13 M 2,30 46,2 120
14 F 1,44 45,2 13
15 M 3,18 54,9 157
16 M 2,22 45,7 157
Mall
17 F 1,34 42,1 43
18 F 0,780 34,0 32
19 F 2,24 50,2 51
20 M 1,42 39,0 63
21 F 1,14 39,6 40
22 F 2,76 52,5 76
23 M 2,58 50,1 129
24 M 2,24 49,2 129
25 M 3,28 54,7 109
Flabougou

26 M 0,485 27,1 30
27 M 0,316 25,1 20
28 M 5,66 66,6 17
29 F 1,50 45,8 1
30 M 4,52 60,4 70
31 F 1,32 39,5 95
32 M 1,56 42,0 54
33 Niger Niamey M 1,982 45,9 42
34 F 3,01 58,1 70
35 F 1,18 42,5 23
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36 F 2,08 52,9 15
37 M 2,90 53,0 46
38 M 0,643 32,1 20
39 M 4,80 67,2 8

40 M 0,342 27,2 9

41 M 2,14 45,7 70
42 F 1,98 48,1 28
43 M 1,96 47,5 64
44 M 1,64 43,1 7

45 M 1,68 44,0 62
46 M 1,24 40,0 24
47 F 0,615 31,8 32
48 F 1,08 41,0 36
49 M 0,842 34,1 92
50 M 2,88 53,8 1

51 F 0,989 35,3 60
52 F 0,633 32,9 33
53 F 0,796 34,3 76
54 M 1,26 38,7 46
55 F 0,607 32,9 24

Diffa

56 F 1,04 38,5 57
57 F 1,94 46,5 91
58 F 1,46 43,8 33
59 F 0,717 32,7 57
60 M 3,44 55,7 87
61 M 0,986 38,0 50
62 M 2,88 53,4 35
63 F 1,44 41,2 94
64 F 0,665 33,1 36
65 M 1,24 37,0 110
66 F 0,897 34,2 43
67 M 1,58 39,0 83
68 F 1,04 38,2 71
69 M 0,902 34,5 47
70 F 0,617 32,0 48
71 F 0,987 36,5 71

MC : masse corporelle ; LMC : longueur museau-cloaque ; MG : masse du tissu adipeux
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V. exanthematicus - Caractéristiques des individus captifs

ANNEXE 2

Varan n® LMC LQ Masse Sexe
1 11,6 10,6 29,5 M
2 11,3 10,4 30,9 M
3 12,5 11,4 35 F
4 12,2 12 38,5 M
5 11,1 10,4 29,3 F
6 12,4 10,7 30,7 M
7 12,4 10,3 36,4 F
8 13,5 12,8 48,1 M
9 11,5 10,2 28,5
10 12 10,7 32 F
11 11,8 8,6 35,3 M
12 12,8 11,9 41,3 F
13 11,9 10,2 29,5
14 11,6 10,4 32,1
15 11,7 11 35,3 M
16 12 11,7 40,6 M
17 11,4 10 29,5 M
18 11,5 10,1 30,8 F
19 12,5 11,9 36,1 M
20 14,1 13,5 48,7 F
21 12,8 11,4 33,6 F
22 12,3 11,9 34,9 F
23 11,9 10,3 37 M
24 12,8 11,8 39,3 F
25 10 9,8 27,5 F
26 11,6 10,4 27,9 F
27 13 12,5 53,3 F
28 11,7 10 27,5
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ANNEXE 3

Examen histologique de 6 organes (rein, foie, pancréas, graisse, muscle strié,
provenant de 16 V. exanthematicus

1:11-1359
Kidney: foetal nephrons, subcortical, multifocal, slight
liver: glycogenosis, diffuse severe

Testis: leydig cell hyperplasia, diffuse, moderate

2:11-1360 ctrl
Kidney: foetal nephrons, subcortical, multifocal, slight
Liver: glycogenosis, diffuse severe

Testis: leydig cell hyperplasia, diffuse, moderate

5:11-1361
Kidney: foetal nephrons, subcortical, multifocal, slight
perivascular lymphocytic cuff, around a collector duct
Liver: glycogenosis, diffuse severe

Ovary: atretic follicles, moderate

6:11-1362
Kidney: foetal nephrons, subcortical, multifocal, slight
Liver: biliary hyperplasia in the portal spaces, diffuse moderate
Glycogenosis, diffuse, moderate

Testis: leydig cell hyperplasia, diffuse, moderate

10: 11-1363 ctrl
Kidney: foetal nephrons, subcortical, multifocal, slight

Liver: glycogenosis, diffuse severe

12:11-1364
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Kidney: foetal nephrons, subcortical, multifocal, slight
Liver: glycogenosis, diffuse severe

Pancreas: lymphocytic infiltrate, focal, moderate

15: 11-1365 ctrl
Kidney: foetal nephrons, subcortical, multifocal, slight
Liver: glycogenosis, diffuse severe

Testis: leydig cell hyperplasia, diffuse, moderate

17:11-1366 ctrl
Kidney: foetal nephrons, subcortical, multifocal, slight
Liver: glycogenosis, diffuse severe

Testis: leydig cell hyperplasia, diffuse, severe

18:11-1367
Kidney: foetal nephrons, subcortical, multifocal, slight
Liver: glycogenosis, diffuse severe

steatosis, macrovacuolar, multifocal, slight

19:11-1368
Kidney: foetal nephrons, subcortical, multifocal, slight
Liver: glycogenosis, diffuse severe
steatosis, macrovacuolar, subcapsular diffuse, moderate

Testis: leydig cell hyperplasia, multifocal, slight

21:11-1369
Kidney: foetal nephrons, subcortical, multifocal, slight
Liver: glycogenosis, diffuse severe
stetatosis, macrovacuolar, subcapsular diffuse, severe. Focal cell degeneration and necrosis (artefact?)

Ovary: atretic follicles, scant.
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22:11-1370 ctrl
Kidney: foetal nephrons, subcortical, multifocal, slight
Liver: glycogenosis, diffuse severe

Ovary: atretic follicles: moderate

23:11-1371
Kidney: foetal nephrons, subcortical, multifocal, slight.
Focal degeneration (artefact)
Liver: glycogenosis, diffuse severe
Lymphocytic infiltration, focal, slight

Testis: leydig cell hyperplasia, diffuse, moderate

24:11-1372
Kidney: foetal nephrons, subcortical, multifocal, slight
Liver: glycogenosis, diffuse severe
Macrophagic infiltration, focal, slight
Pancreas: lymphocytic infiltration, focal, slight

Ovary: atretic follicles, moderate

G: 11-1373 ctrl
Kidney: foetal nephrons, subcortical, multifocal, slight
Liver: glycogenosis, diffuse severe

Ovary: atretic follicles: moderate

R:11-1374
Kidney: foetal nephrons, subcortical, multifocal, slight
Liver: glycogenosis, diffuse severe
steatosis, macrovacuolar, multifocal, moderate.

Ovary: atretic follicles, slight.
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Résultats bruts des analyses hématologiques

Hétérophile Azurophiles Lympho. Monocytes Eosinophiles Commentaires
Leucocytes en amas /
Thrombocytes en amas /
6 X X X X X GRs Ok
Amas de thrombocytes /
10 41 2 41 16 0 GRs et leucos ok
Thrombos, leucos, GRs
17 43 27 21 9 0 Ok
Leucocytes en amas /
Thrombocytes en amas /
12 X X X X X GRs Ok
Thrombos, leucos, GRs
G 52 19 24 5 0 Ok
Thrombos, leucos, GRs
1 34 19 29 18 0 Ok
Thrombos, leucos, GRs
21 32 18 39 11 0 Ok
Thrombos, leucos, GRs
19 45 27 23 5 0 Ok
Thrombos, leucos, GRs
C 61 0 33 6 0 Ok
Thrombos, leucos, GRs
B 43 15 35 7 0 Ok
Thrombos, leucos, GRs
Ok /1 GR avec
A 48 20 26 6 0 ponctuation basophile
Thrombos, leucos, GRs
R 49 22 19 10 0 Ok
Thrombos, leucos, GRs
18 53 10 25 12 0 Ok
Leucopénie légére
probable, GRs et
22 53 12 23 10 2 Thrombos ok
Thrombos, leucos, GRs
15 47 32 19 2 0 Ok
Thrombos, leucos, GRs
5 49 21 23 7 0 Ok
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Résultats bruts des dosages biochimiques

ID | ALBUMINE | ALT CK CL CREA GGT K NA PAL PROT UREE
g/L u/L u/L | mmol/L | umol/L u/L mmol/L | mmol/L u/L g/L mmol/L
1 14 13 230 113 4 1 15 137 37 50 0
5 17 - 264 113 3 <1 27,5 124 - - 0,4
6 16 64 454 112 2 1 12,5 141 133 58 04
10 17 24 658 113 3 1 18,5 135 2 61 0,3
12 15 2 306 114 1 <1 13 140 19 58 0,5
15 14 1 120 112 6 2 23,1 129 4 48 0,3
17 16 9 183 109 2 1 13,2 139 34 51 0,5
18 - - 553 120 5 - 28,4 127 8 - -
19 15 8 1130 105 2 1 14,7 135 19 52 0,5
21 19 8 729 - 4 <1 - - 2 69 0,6
22 17 4 1382 122 4 <1 19,8 140 5 53 0,6
a 16 5 2332 120 3 2 17,2 140 8 48 0,6
b 16 2 469 122 3 3 28,1 130 - - 0,4
o 15 2 1222 113 3 3 19,6 134 4 54 0,2
g 18 5 665 112 3 4 17,4 137 5 68 0,2
r 20 12 810 - 4 <1 - - 6 76 0,5
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