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glutathion transférase
glutathion réduit
reactive Oxygen Species » ou Espéces Réactives de I’Oxygene
adénosine diphosphate
L’anion superoxyde
peroxyde d’hydrogéne
radical hydroxyle
superoxyde dismutase
glutathion peroxydase sé¢lénium-dépendante
glutathion peroxydase sélénium-indépendante
glutathion oxydé
glutathion réductase
glutamate cystéine ligase
glutamyl cystéine synthétase
v- glutamyl cystéine
phosphate inorganique
microgramme par litre
milimoles
milligramme par litre
Prélevement
indice de condition
acide di¢thylénediaminetétraacétique
acide 5,5 dithiobis-2- dinitrobenzéne
chloro -2,4- dinitrobenzéne
1-glutathion-2,4- dinitrobenzeéne
acide chloridrique
nano moles
minutes
logarithme
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millimeétre
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poids total
poids sec
indice métallique
stress on stress
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INTRODUCTION

Les zones cdtieres sont exposées a toute une série de menaces, parmi lesquelles la commission
mondiale de I’environnement et de I’aménagement a pu citer en 1987 la surexploitation, la
pollution due aux activités sur le continent, les apports sédimentaires et les émissions
transportées par I’atmosphere. Les réponses aux grandes questions scientifiques que pose la
protection de I’environnement littoral passent nécessairement par une meilleure connaissance des
mécanismes de toxicité, afin d’améliorer 1’évaluation prédictive des impacts. Aujourd’hui, les
connaissances acquises sur le fonctionnement des écosystémes permettent une meilleure
appréciation de la capacité d’acceptation du milieu. Ceci pose la question des stratégies de
surveillance de I’environnement, mais également des méthodologies permettant de connaitre les
tendances d’évolution a long terme des paramétres de qualit¢é du milieu et des niveaux de
contamination des populations. L’écotoxicologie marine est maintenant en mesure de proposer
un premier ¢lément de réponse a I’évaluation de I’effet des polluants par le développement

d’indicateurs biologiques ou bioindicateurs.

Le concept de "biomarqueurs" retient depuis ces derniéres années l’attention croissante des
écotoxicologues car il constitue un outil trés intéressant pour la détection des effets de
I’exposition d’organismes aux polluants. Un biomarqueur peut étre défini comme une réponse
provoquée par un composé xénobiotique et dont la mesure indique qu’un organisme ou une

population a subi un stress.

L’objectif d’un programme de surveillance biologique est d’évaluer 1’état de santé de
I’écosysteme marin et de prédire les effets a long terme des polluants. La qualit¢ d’un
biomarqueur est donc d’intégrer les différents stress environnementaux auxquels sont soumis les
organismes marins. L’interprétation de la réponse mesurée par un biomarqueur est parfois
délicate car tout test de toxicité a ses propres limites. Dans le but d’améliorer le diagnostic des
effets biologiques, il est donc recommandé de développer des tests de toxicité complémentaires

et de mesurer chimiquement les concentrations de polluants dans les tissus ou le sédiment marin.

Aujourd’hui, les milieux aquatiques drainent et recueillent la majorit¢ de contamination
chimique. Cependant, bien qu’il existe une altération de la biodiversité dans certains de ces

milieux, on constate que les organismes qui subsistent se sont adaptés a ces stress constants.



Certaines espéces sont méme capables de survivre et de se reproduire dans des milieux
considérablement dégradés. L’adaptation des étres vivants a ces milieux se traduit, entre autres,

par la mise en place et le développement de systémes de défense.

Une bonne connaissance de la biologie des espéces est donc, une condition essentielle a leur
sélection comme bioccumulateur. Des connaissances sur le mode de vie, la stratégie de nutrition,
la reproduction, la croissance, la durée de vie sont aussi nécessaires. Les bioaccumulateurs
idéaux doivent donc répondre a plusieurs critéres de sélection (Philips, 1980 ; Phillips et

Rainbow, 1994). Ils doivent étre :

- sessiles ou sédentaires afin de représenter la région ou ils se développent,
- abondants, faciles a identifier, présents tout le long de I’année et suffisamment gros
pour offrir une quantité adéquate de tissus pour les analyses.
- robustes et tolérants aux variables physico-chimiques, permettant ainsi les expériences
de transplantation in situ et in vitro.
Dans ce contexte, deux axes différents, I’étude de biomarqueurs in situ et I’analyse de métaux
(cuivre, zinc, cadmium) ont été choisis dans cette étude pour évaluer I’effet de la pollution sur

I’¢état de santé du golfe d’ Annaba a travers la moule Perna perna.

L’objectif de cette tache est d’étudier des caracteres biologiques différents, qui vont refléter une
réponse plus globale de I’organisme et qui sont supposés mieux rendre compte des effets de la
contamination sur les organismes et potentiellement, sur les populations (Amiard et Amiard-
Triquet, 2008), d’une part et d’autre part, de contribuer a compléter les données sur la pollution
marine des zones cotieres de la baie d’Annaba. La présence de métaux lourds surtout le zinc, le
cuivre, le plomb et le cadmium rend, importante I'analyse des métaux dans les tissus de la moule
Perna perna prise en tant que modele ayant un potentiel utilisable en biosurveillance de

I’environnement.

La complexité du métabolisme des polluants chimiques et des mécanismes de détoxication chez
les organismes incite a considérer l'interface chimie/biologie comme une composante majeure de
la surveillance de 1’état de santé des écosysteémes aquatique, permettant de diminuer les

incertitudes dans le processus de gestion du risque. Ainsi, nous avons choisi d’:



e FEtudier les processus biologiques : suivis de la croissance: suivis biométrique et
pondéral afin de déterminer les différents modeles d’allométrie et les différents indices de
conditions en fonctions de 4 saisons différenciées.

e De valider le test de vitalité ou test du stress on stress qui est un test intégré dans les
programmes de biosurveillance des écosysteémes cotiers, il n’est certes pas un
biomarqueur spécifique mais, il permet une évaluation globale de I’état de santé des
organismes et de leur milieu de vie.

e D’étudier les variations de biomarqueurs d’exposition et plus particulierement, les
systémes antioxydants qui sont des systémes de détoxication uniformément répandus
dans le monde vivant, de nombreux travaux ont confirmé leur intérét comme
biomarqueurs d’exposition et de toxicité en €cotoxicologie aquatique : d’une part, lors
d’étude en conditions controlées au laboratoire (essais permettant d’identifier les niveaux
d’exposition sans dangers ou au contraire associés a ’apparition d’effets indésirables,
réversibles ou non), d’autre part lors d’étude de terrain sur des sites présentant des profils
de contamination différents. Les systémes antioxydants étudiés sont ceux impliquant le
glutathion et les enzymes associées a son métabolisme (les activités glutathion S-
transférases) au niveau de deux organes, la branchie et la glande digestive. Nous avons
donc mesuré la concentration en glutathion (GSH) et les activités glutathion S-
transférases chez les moules.

e Nous nous sommes proposés, d’analyser I'accumulation de quelques éléments métalliques
tels que (Cd, Zn et Cu) mesurables a 1’état de traces, et il a été démontré que les niveaux
mesurés dans les tissus sont corrélés avec 1’exposition (Kraal et al. 1995 ; Odzak et

Zvonaric, 1995 ; Liang et al. 1999), et sont trés ubiquitaires dans le milieu marin.

Enfin, les résultats obtenus nous ont permis de montrer que le glutathion (et la GST) jouent un
role central dans la détoxication des métaux lourds (surtout du cuivre) et de les proposer en tant
qu’outils biologiques dans 1’évaluation de la qualité¢ du milieu et dans le suivi de la pollution de

notre littoral.
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La complexité du métabolisme des polluants chimiques et des mécanismes de détoxication chez
les étres vivants incite a considérer I’interface chimie/biologie comme une composante majeure
de la surveillance des effets des polluants. Nous avons donc étudié les deux aspects: la chimie
par I’accumulation des polluants au niveau de nos organismes les moules Perna perna et la

réponse « biologique » des organismes aux polluants constituée par les biomarqueurs.

I. Les métaux en milieu marin

L’Homme de par ses activités professionnelles ou domestiques ¢évolue dans un
environnementfait d’'un mélange de substances, véritable « soupe chimique » d’origine naturelle
ou anthropique, minérale ou/et organique. La nature de toutes ces substances est loin d’étre
connue de maniere exhaustive, puisqu’elle résulte d’un ensemble de réactions de dégradations
chimiques et biologiques, s’effectuant parallelement a leur échange entre les trois grands
compartiments air, eau, sol (écosystémes terrestres), sédiments (écosystémes aquatiques) et a

leur diffusion au sein de ces milieux.

La pollution de I’environnement aquatique par les substances toxiques est un des problemes
majeurs auxquels doit faire face la société actuelle. Ces substances entrent dans les systémes
aquatiques par des sources ponctuelles et diffuses, tendent a s’accumuler dans les sédiments et,
dans plusieurs cas, a se concentrer dans les chaines alimentaires aquatiques. Cette dégradation de
la qualité des ressources a des répercussions sociales et économiques importantes. En principe,
des actions doivent étre entreprises pour restaurer la qualit¢ des milieux aquatiques. Pour étre
efficaces, ces actions, qui sont cofiteuses, doivent s’appuyer sur une connaissance des processus
qui contrdlent les échanges des substances toxiques entre les sédiments, I’eau et les organismes
aquatiques. Elles doivent également s’appuyer sur une évaluation objective de leurs effets sur

I’écosystéme aquatique.

Le milieu marin, biotope particulierement riche, est caractérisé a la fois par une remarquable
stabilit¢ de ses propriétés fondamentales et une grande variabilité de ses micros constituants.
L’eau de mer contient en solution des combinaisons de tous les ¢léments chimiques mais
seulement certains d’entre eux, au nombre de douze, ont des concentrations égales ou

o -1 r1z . . .
supérieures au mg.L~. Ces douze éléments majeurs interviennent pour 99,4 % en masse du



total de la croite terrestre (O, Si, Al, Fe, Ca, Na, K, Mg, Ti, H, P et Mn par ordre d’abondance).
Les ¢léments traces, au nombre de 68, ne représentent en masse que 0,6 % du total et sont a des

concentrations inférieures 2 10°® M dans I’eau de mer (Miquel, 2001; Neft, 2002).

Ces ¢léments traces sont engagés dans des réactions biochimiques et contribuent a 1’équilibre du
milieu marin. Mais I’apport de contaminants métalliques, par 1’intermédiaire des effluents
industriels et de I’atmosphere, des fleuves et de leur estuaire, peut modifier la composition de

I’eau de mer qui peut devenir toxique pour les plantes et les animaux.

L’étude de I’interaction entre les contaminants et les barriéres biologiques est d’un intérét
considérable pour la compréhension des phénomeénes écotoxicologiques, particulierement la
bioaccumulation et les transferts a travers les chaines trophiques. Les processus impliqués sont
trés complexes et sont influencés par le contaminant (taille de la molécule, spéciation chimique,
etc.), organisme récepteur (propriétés membranaires, composition chimique, processus actifs,

etc.) et I’environnement intra et extracellulaire (température, pH, etc.).

Un métal est un élément chimique, issu le plus souvent d’un minerai doté d’un éclat particulier,
bon conducteur de chaleur et d’¢électricité, ayant des caractéristiques de dureté et de malléabilité,
se combinant aisément avec d’autres éléments pour former des alliages utilisés par 1’homme
depuis I’ Antiquité.. C’est le cas du fer (Fe), du cuivre (Cu), du zinc (Zn), du nickel (Ni), du
cobalt (Co), du vanadium (V), du sélénium (Se) (M¢étalloides), du molybdéne (Mo), du
manganese (Mn), du chrome (Cr), de I’arsenic (As) et du titane (Ti) (Miquel, 2001). D’autres ne
sont pas nécessaires a la vie et peuvent étre méme préjudiciables comme le mercure (Hg), le

plomb (Pb), le cadmium (Cd) et I’antimoine (Sb) (Métalloides).

Les métaux sont présents dans I’ensemble des milieux aquatiques dont le milieu marin. IIs se
présentent sous deux formes chimiques : dans la phase dissoute et au sein de la fraction
particulaire. Les métaux appartenant a la fraction particulaire sont adsorbés au niveau de
particules non dissoutes en suspension dans 1’eau de mer. Ces particules peuvent étre minérales
ou organiques et peuvent étre ingérées par des organismes marins. Ceci est le cas des bivalves
qui sont des animaux filtreurs s’alimentant grace a la filtration d’importantes quantités d’eau. La
contamination des organismes par les métaux peut étre étendue a la phase dissoute. Dans cette
phase, sont présents des ions potentiellement complexables par des ligands qui présentent une

grande affinité pour les ions métalliques



1.1. Les métaux en Méditerranée

La Méditerranée est une mer semi fermée, entourée de trois continents, les apports

atmosphériques et telluriques sont donc importants.

Les premicres mesures fiables d’éléments traces, réalisées en 1983, ont montré des profils
verticaux trés différents en Méditerranée de ceux mesurés dans les océans Atlantique et
Pacifique (Ruiz-Pino et al. 1990; Ruiz-Pino et al. 1990; Ruiz-Pino et al. 1991). Dans ces deux
océans, pour le zinc et le cadmium, par exemple, les profils verticaux s’apparentent a ceux des
¢léments nutritifs, a savoir de trés faibles concentrations en surface et une augmentation
progressive en profondeur. En Méditerranée, ces métaux traces sont plus concentrés dans les
couches supérieures que dans les couches inférieures ou ils restent en quantité relativement
stable. Ces profils particuliers en Méditerranée ont été interprétés par un état non stationnaire, les
apports superficiels étant plus forts que le transfert vertical par I’activité biologique et les
mouvements hydrologiques. Cette caractéristique a permis aux chercheurs d’analyser avec plus
de facilité 1’évolution de la concentration des métaux traces (mercure, cadmium, plomb, cuivre et
zinc) provenant de I’atmosphére et des rivieres: dus pour I’essentiel aux activités humaines

(Tableau.1).

Tableau 1: Concentrations en métaux traces dissous dans 1’eau de mer et distribution en
fonction de la profondeur (Roméo, 1991)

Meétal Concentration Distribution Références
Cd |8 nglL’ Homogene Méditerranée | Béthoux et al., (1990)
Cu 100 ng. L™ Homogene Méditerranée | Béthoux et al., (1990)
Zn | 200 ng. L’ Homogéne Méditerranée | Béthoux et al., (1990)
Hg [0,5-2,5ng.L" | Atlantique Cossa etal., (1990)
Pb | 50-100ng. L' | Surface Béthoux et al. (1990)
30 ng. L' Profondeur Méditerranée




1.2. Réle biologique

Les études portant sur le role et 1’assimilation des ¢léments métalliques ont été réalisées
majoritairement dans le but de comprendre I’'impact des pollutions par les métaux sur les

communautés marines.

Les métaux peuvent avoir un role bénéfique pour la croissance, le métabolisme, ils sont appelés

métaux essentiels, ce sont principalement le fer, le cuivre, le cobalt, le manganése,

En revanche certains métaux n’ont pas de rdle biologique connu a ce jour, ce sont notamment le
cadmium, le plomb et le mercure. La figure ci-dessous représente 1’évolution de 1’activité
physiologique d’un organisme en fonction de la concentration en métal dans le milieu (fig. A :

métaux essentiels, fig. B métaux non essentiels).
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Figure 1: Evolution de I’activité biologique en fonction des concentrations en métaux
essentiels (A) et non essentiels (B) (selon, Charissou, 2004).

Pour ces deux groupes, des effets néfastes sur ’activité biologique apparaissent lorsque ce
processus de régulation sature. Pour les métaux essentiels, ces effets néfastes interviennent a la
fois en présence de trop faibles ou de trop fortes concentrations dans I’environnement. Il y a une
concentration optimale qui permet un métabolisme correct ; alors que, dans le cas des métaux
non-essentiels, les organismes vivent a une concentration tolérable dans le milieu, au-dela de

cette concentration des phénomenes de toxicité apparaissent.

1.3 Métabolisme des métaux chez les moules



Les organismes vivants possédent des mécanismes d’absorption, de transport et d’élimination

des métaux (Roesijadi, 1992 ; Hassler et al. 2005).

1.3.1.Bioconcentration

La bioconcentration est un cas particulier de bioaccumulation, elle peut étre définie comme étant
I’assimilation et 1’accumulation d’une substance chimique par un organisme a partir de son
environnement ou de son alimentation. La biodisponibilit¢ des métaux est le facteur clé qui
détermine les concentrations tissulaires métalliques. C’est donc 1’accroissement direct de la
concentration d’un contaminant lorsqu’il passe de ’cau a un organisme aquatique. Le facteur de
concentration (FBC) peut étre défini comme une constante issue du rapport de la concentration d’un
élément dans un organisme en état d’équilibre a sa concentration dans le biotope (Veith et al. 1979;
Ramade, 1992). Dans ce cas 13, la biodisponibilité des métaux pour les organismes marins dépend
de la forme chimique sous laquelle ils se trouvent ainsi que de leur richesse dans le milieu. La
forme chimique des métaux est liée aux propriétés physico-chimiques du milieu. Si les métaux
sont souvent indispensables au déroulement des processus biologiques (oligo-¢léments), nombre
d’entre eux peuvent s’avérer contaminants pour diverses formes de vie, lorsque leur

concentration dépasse un seuil, lui-méme fonction de 1’état physico-chimique (spéciation) de

1I’élément considéré (Chiffoleau et al. 2001).

A titre d’exemple, le tableau II, compare les niveaux de contamination métallique dans les
moules, trouvés dans le cadre des réseaux de surveillance le long de la cote francaise permettant

d’observer les différences entre les différents réseaux de surveillance de la Méditerranée.

Tableau II : Comparaison des concentrations pour les 5 métaux étudiés chez les mollusques bivalves
des deux réseaux de surveillance frangais. Concentrations exprimées en mg.kg" de poids sec de chair
(RNO, 1974-2004; Andral et Stanisiere, 1999; Andral et al. 2001).

Hg (mg.kg™") Pb (mg.kg™) Cd (mg.kg™) Cu (mg.kg™) Zn (mg.kg™")

Moy. Min-Max Moy. Min-Max | Moy. Min-Max Moy. Min -Max | Moy. Min - Max
RNO Méditerranée | 0,1 0,03- 0,6 0,9 0,03-17,3 | 2,62 0,1-34,6 59 2,3-29,7 | 1533 47- 371
RNO Atlantique 0,1 0,01-0,3 0,9 0,01-2,5 2,18 0,6-6,8 7,2 5-99 113,4 40- 407
RINBIO 1998 0,2 0,1- 0,5 1,2 09-37 1,8 0,7-2,8 6,7 4,2-14,5 123,3 85,2-178,8
RINBIO 2000 0,1 0,05-0,34 09 0,1-58 |1 05-54 7,4 5,2-18,3 148,3 116,1-203,2




1.3.2 Bioaccumulation

La bioaccumulation est le processus par lequel un organisme vivant absorbe une substance a

une vitesse plus grande que celle avec laquelle il I’excrete ou la métabolise. Elle désigne donc la

somme des absorptions d’un élément par voie directe et alimentaire par les espéces animales

aquatiques ou terrestres (Ramade, 1992). La bioaccumulation est donc le résultat des processus

par lesquels le contaminant entre dans I’organisme et des processus de décontamination, une

combinaison des mécanismes d’excrétion vers |’environnement et de biotransformation

endogéne (Ribeyre et Boudou, 1989). Dans le cas d’accumulateurs de métaux tel que les

bivalves, I’excrétion ne compense pas leur assimilation.

Trois groupes de facteurs intimement liés, interviennent dans les interactions entre les composé€s

métalliques et les barriéres biologiques (Figure. 2) :

- Température, pH, salinité

- Concentrations en MES

- Condition trophique: quantité et qualité

- Nature et abondance des ligands

g

Propriétés Chimiques du contaminant
- Nature du contaminant: Hg, Cd, Pb, Cu, Zn, etc.
- Formes du contaminant
- Spéciation, biodisponibilité
- Partitionnement dissous -particulaire

.

Facteurs Biologiques de ’organisme

Fonctions des barriéres biologiques

Surfaces d’échange, sites de fixation, processus transport
Voies contaminations : directe / indirecte

Filtration, nutrition, ingestion, assimilation, excrétion
Cycle biologique: croissance, reproduction, réserves, ponte

Figure 2 : Représentation schématique des trois groupes de facteurs interagissant dans le processus de

bioaccumulation des métaux traces chez la moule.

1.3.3. Stockage et excrétion

Les organismes sont, dans une certaine mesure, capables de développer une acclimatation

physiologique pour faire face a une exposition continue aux métaux en étant séquestrés

(Depledge et Rainbow, 1990). Dans ce cas 14, il existe plusieurs voies possibles d’élimination

des métaux par les cellules :




1) Les métallothionéines, protéines de faible poids moléculaire trés riches en groupement thiol

(-SH), prennent en charge les métaux dans le cytosol. Ce systéme est le systéme majoritaire de
détoxification des métaux chez les poissons (Olsson et al. 1998), il est moins important chez les
invertébrés (Amiard et al. 2006); La synthése de ces protéines est induite par une augmentation
de D’exposition aux métaux. Ces protéines assurent ainsi la régulation des concentrations
intracellulaires de différents éléments métalliques essentiels ou non (Hamilton et Mehrle,
1986). Les métallothionéines sont d’ailleurs utilisées comme biomarqueurs, indices précoces

d’une pollution aux métaux lourds par exemple chez la palourde (Bebianno et Serafim, 1998).

2) Les lysosomes, dans lesquels les métaux entrent soit par des ATPases calciques, soit apres

incorporation par les métallothionéines et dégradation de ces dernieres (Viarengo, 1989;
Depledge et Rainbow, 1990).) ; Il faut noter que, si les métaux ainsi séquestrés n’induisent plus
d’effet toxique pour I’organisme (ils ne sont plus biodisponibles), ils ne sont pas pour autant
nécessairement excrétés, et peuvent s’accumuler dans les tissus (McGeer et al. 2003). Ils

peuvent ainsi représenter un danger pour les prédateurs.

3) La défécation est une autre voie d’excrétion qui permet de supprimer les métaux contenus
dans le tractus digestif. Chez Mytilus edulis, le fer, le zinc et I’arsenic peuvent également étre

excrétés a travers le byssus (George et al. 1976).

L4. Choix des métaux étudiés

Dans cette étude, trois métaux seront étudiés en particulier: le cadmium, le cuivre et le zinc.
Pourquoi distinguer ces trois métaux ? Pour le cadmium, il y a d’une part une raison historique
en raison de son affinité avec le soufre qui permettait d’identifier les protéines « qui précipitent
lourdement » ou donnent facilement des sels (sels de cadmium, sels de plomb, etc.). De plus, il
se transporte et change de forme chimique, il a une conductivité électrique élevée qui explique
son utilisation dans de nombreuses industries. Enfin, ce métal non essentiel présente une toxicité

pour I’homme, entrainant notamment des 1ésions neurologiques rénales plus ou moins graves.

Pour compléter 1’étude, le Cu et le Zn seront aussi évoqués. En effet, contrairement au Cd, ces
deux métaux sont indispensables au déroulement des processus biologiques et ne deviennent

toxiques qu’au-deld d’un certain seuil. Les activités humaines ont largement modifi¢ le cycle



naturel de ces ¢léments : des taux élevés proviennent de décharges de 1’industrie (Tableau. III).
L’exploitation pétroliere, ’exploitation miniére et I’incinération des déchets contribuent
¢galement a la dispersion des métaux lourds dans I’environnement. Ils finiront par se déverser

dans les mers et océans.

Tableau III : Utilisation industrielle des métaux lourds (d’aprés Chambost-Manciet, 2002)

Mercure Piles, peintures, fongicides, catalyseur dans l'industrie chimique, thermomeétre, ....

Cuivre Tentures de textiles, pigments de peinture, revétement métallique, canalisation,....

Plomb Agent antirouille, additif aux plastiques, batteries, ciment, ....

Cadmium Pigments, batteries, ciment, produits agrochimiques, revétements de surfaces,....
1.4.1 Cadmium

Ses propriétés physiques et chimiques, proches de celles du calcium, lui permettent de

traverser les barriéres biologiques et de s’accumuler dans les tissus.

Le modele de I’ion libre (Free Ion Activity Model, FIAM - Morel, 1983) permet de décrire la
biodisponibilit¢é du cadmium qui détermine ’efficacité du transfert a travers les membranes
biologiques. Celle-ci dépend alors de la forme chimique du métal. Tessier et al. (1993) mettent
en évidence une relation linéaire entre le cadmium bioaccumulé dans les branchies et I’activité
du Cd*", le cadmium se comportant comme un analogue du calcium (rayon ionique Ca>" = 0,97
A et Cd* = 0,99 A). Conséquence, ’accumulation et les effets induits sont étroitement
dépendant des conditions d’exposition déterminant la spéciation du cadmium. La dureté (taux de
calcium) et le pH, facteurs abiotiques de la colonne d’eau sont deux parameétres majeurs régissant
I’entrée du Cd (Markich et Jeffree, 1994 ; Jumarie et al. 2001). Il peut remplacer parfois le Zn
dans des systémes enzymatiques carencés en Zn chez le plancton (Price et Morel, 1990; Lane et
Morel, 2000) ; ce qui signifie qu’il a peut étre un “role* biologique. Il existe, cependant, un
ensemble de variables physicochimiques du milieu (salinité, pH, potentiel redox, caractéristiques
sédimentologiques, nature géochimique des particules, concentration en chlorures) qui
gouvernent les transformations du cadmium dans I’environnement (Gonzalez et al. 1999;

Chiffoleau et al. 2001).



La toxicité¢ du cadmium a été révélée lors de 1’apparition d’une maladie rhumatismale au Japon
en 1947. La cause de cette maladie dénommée « Itai Itai » n’a été découverte qu’en 1961 et
rendue publique qu’en 1968, aprés analyse du riz consommé par les malades. Ce riz présentait
une surabondance en cadmium due a la présence en amont de la riviére Jintsu qui irriguait les
rizieres, d’une mine de zinc relargant du cadmium dans 1’eau (Ramade, 2000). Les teneurs en

cadmium étaient dix fois plus élevées que dans les régions alentours

Le cadmium atteint les milieux aquatiques par la voie atmosphérique ou par lessivage des sols et
rejets directs anthropiques (Miramand et al. 2000). L’épandage d’engrais sur les terres agricoles
apporte vraisemblablement un minimum de 70 tonnes de cadmium par an dont une partie mineure
est lessivée par les pluies et rejoint ainsi les eaux littorales. En effet, une grande partie du cadmium
est retenue par les sols et une autre est absorbée par la végétation (Cossa et Lassus, 1989). En milieu

marin, c’est le chlorocomplexe CdCl qui prédomine.
2

er
Depuis le 1 janvier 2003, le réglement communautaire N° 466/2001 de la Commission
Européenne du 8 mars 2001 a réduit de moitié les teneurs maximales acceptées en cadmium dans
les bivalves pour leur consommation. La nouvelle norme est de 5 pg/g de poids sec ou alors de

1ug/g de poids frais (Commission du 8 mars, 2001).

1.4.2 Cuivre

Les concentrations moyennes en cuivre dans les eaux continentales sont largement en
dessous du seuil de 1 mg/L conseillé par ’OMS pour I’alimentation humaine en eau potable.
Cependant, si les contaminations en cuivre n’occasionnent pas de risque important pour
I’homme, le cas est différent concernant les risques environnementaux. On peut relever de fortes
concentrations en cuivre dans les eaux et sédiments dans des zones influencées par des activités
anthropiques spécifiques, par exemple des activités minieres ou industrielles, avec une utilisation
dans les biocides a base de cuivre. Le cuivre est parfois utilis¢ pour d’autres usages : en
complément des engrais sur les sols tourbeux pauvres et déficients en cuivre, ce qui augmente de
ce fait le rendement des collectes, il est depuis longtemps connu pour son effet fongicide sur les
végétaux. Pour des raisons semblables, le cuivre est donné en complément alimentaire pour
I’¢levage des moutons et autres animaux de paturage. Pour finir, citons des applications
marginales de sulfate de cuivre dans les plans d’eau - réservoirs pour contrdler le développement
algal (Haughey et al. 2000), et I’application de peintures anti-salissures a base de cuivre

disponibles sur le marché sont toutes constituées par une ou plusieurs matieres actives toxiques,



c’est ainsi qu’il se retrouve a forte concentration dans les eaux des ports et des marinas (Roméo
et al. 2003). Le cuivre est présent dans I’environnement de maniére ubiquiste. Le transport par le
vent des poussicres de sol, les éruptions volcaniques, les décompositions végétales, les feux de
foréts et les aérosols marins constituent les principales sources naturelles d’exposition. Les
principales sources anthropiques sont 1’industrie du cuivre et des métaux en général, 1’industrie
du bois, I’incinération d’ordures ménageres, la combustion de charbon, d’huile et d’essence et la
fabrication de fertilisants (phosphate). Les déchets de cuivre peuvent également provenir des
processus de production et utilisations ci-apres: alliages de cuivre, fabriques de pate a papier et
papier, fabriques de papier et carton, production et utilisation de catalyseurs chimiques, raffinage
du pétrole, algicides...

Le cuivre est un ¢élément essentiel chez I’homme et ’animal, il est cofacteur spécifique de
nombreuses enzymes et métalloprotéines de structure intervenant dans un métabolisme oxydatif,
la respiration cellulaire, la pigmentation (OMS-IPCS, 1998). 1l a une importance capitale dans le
fonctionnement des processus biologiques. Chez les mollusques et certains crustacés, le sang

renferme un pigment respiratoire a base de cuivre : I’hémocyanine.

La toxicité du cuivre pour les organismes est globalement basée sur ses interactions avec les
protéines, enzymes, acides nucléiques et métabolites, de la paroi cellulaire, de la membrane et
dans le cytoplasme (Flemming et Trevors, 1989). Elle dépend également, de la forme chimique
du cuivre et de son état d’oxydation. Les caractéristiques physico-chimiques du milieu (pH,
dureté, teneurs en autres inorganiques) agissent sur le degré de dissociation entre les formes

métalliques et ioniques du cuivre.

1.4.3 Zinc

Le Zinc est un élément essentiel, impliqué dans la synthése et le fonctionnement des
enzymes, la synthése des protéines et le métabolisme des carbohydrates, sa présence est
nécessaire au développement des organismes (Doull et al. 1980). Les organismes possédent donc
des mécanismes d’absorption, de transport et d’élimination du zinc (Kranzberg et Stockes, 1989 ;
Roesijadi, 1992 ; Hassler et al. 2005). Chez les invertébrés aquatiques, ce métal est absorbé via
’activité respiratoire et alimentaire, il entre dans 1’organisme par diffusion (Simkiss et Taylor,
1995). Dans I’organisme, le zinc se trouve dans les branchies, les muscles, les reins, mais surtout
dans I’hépatopancréas (Al-Mohanna et Subrahmanyam, 2001). Une fraction du métal accumulé
dans ces organes est stockée sous forme non toxique dans les granules qui seront excrétés,
permettant ainsi la détoxification des métaux lourds tels que le zinc, mécanisme communs chez

les invertébrés aquatiques (Hare, 1992 ; Masala et O’Brien, 2002, Masala et al. 2002), tandis que



la fraction toxique du zinc reste disponible dans le cytoplasme des cellules (Rainbow, 2002). Les
ions libres se lient sur les protéines cytosoliques de fort poids moléculaire, cette modification de
structure des biomolécules perturbe leur fonctionnement qui peut mener jusqu’a la nécrose
(Roesijadi, 1992).

Comme pour les autres métaux, les apports de zinc dans le milieu marin comprennent le
ruissellement, I’écoulement des cours d’eau, les effluents domestiques et industriels rejetés
directement dans la mer par des émissaires, le déversement des eaux usées et des boues

industrielles, et les rejets par voie atmosphérique.

1.4.4 Facteurs influencant la bioaccumulation des métaux

La bioaccumulation des métaux lourds, quel que soit I’organisme considéré, est sous la
dépendance directe de sa physiologie (Martoja et Elkaim, 1980) elle méme conditionnée par un
ensemble de facteurs abiotiques comme la salinité, température, turbidité, saison, ... et de
facteurs biotiques tels que la taille, 1’age, le sexe... (Cossa et al. 1979 ; Simpson, 1979 ; Métayer
et al. 1982 ; Rainbow et al. 1990). En ce qui concerne les facteurs abiotiques, Pigeot (2001) a
montré un effet site en relation avec la source cadmiée, un effet immersion et un effet saison.
Plusieurs hypothéses ont été résumées dans la littérature pour expliquer les fluctuations
saisonniéres des concentrations : changements de [’activité biologique des mollusques,
augmentation de la biodisponibilit¢ de nourriture phytoplanctonique résultant de fortes
températures et de plus longs jours au printemps (plus de luminosité) et changements de la
biodisponibilité des métaux induits par une montée des concentrations de métabolites dans 1’eau.
D’autres auteurs (Bryan, 1973 ; Frazier, 1975 ; Phillips, 1976 ; Majori et al. 1978 ; Boyden et
Phillips, 1981 ; Ritz et al. 1982; Amiard et al. 1986 ; Phelps et Hetzel, 1987 ; Pigeot, 2001)
attribuent les variations saisonnicres a la taille et au poids des organismes en relation avec la

maturité sexuelle.

1.4.5 Mécanismes de détoxication des métaux

Les métaux sont isolés du milieu cellulaire et rendus chimiquement inertes vis-a-vis des
fonctions cellulaires chez les bivalves. Ainsi, les mollusques bivalves peuvent survivre dans des

milieux fortement contaminés par les métaux lourds (Jeantet et al. 1985 ; Phillips, 1990). Cette



adaptation génétique ou physiologique implique le développement de mécanismes de
détoxication. Ce mécanisme a été démontré chez les moules (Mytilus edulis et/ou Mytilus
galloprovincialis) (Nolan et Duke, 1983 ; Frazier, 1986 ; Pavicic et al. 1994a ; Bebianno et
Langston, 1992) et chez les huitres (Crassostrea gigas ou Crassostrea virginica) (Siewicki et al.
1983 ; Gillot et al. 1989 ; Roesijadi et al. 1989). Il existe plusieurs autres types de réponses a la
contamination métallique chez les invertébrés : la mobilisation d’un ensemble de ligands
cytosolubles dont les métallothionéines dont on a parlé plus haut (George, 1990 ; Cosson et al.
1991) et la séquestration du métal dans les lysosomes ou granules (Brown, 1982 ; George, 1990 ;

Viarengo et Nott, 1993).

I1. Biomarqueurs : Outils pour évaluer la toxicité des polluants

A T’heure actuelle, il existe deux approches permettant d’évaluer les effets des contaminants de
I’environnement dans les milieux récepteurs: 1’étude des biomarqueurs, utilisés au niveau de
I’individu, et celle des indices biocénotiques, utilisés a 1’échelle de populations et d’écosysteémes,
ces indices ont déja fait I’objet de normes en Europe tels que les IBGN =Indice Biologie Global
Normalisé. Indices biologiques Globaux Normalisés trés employés pour 1’étude de la pollution
des rivieres. Notre thése portera sur 1’é¢tude, chez ’organisme sentinelle, la moule, de deux
biomarqueurs : la glutathion transférase et le glutathion que nous avons choisis du fait de leur
importance dans le mécanisme cellulaire normal mais aussi dans le cas d’une exposition de
I’organisme au stress. Qu’elles soient spécifiquement impliquées dans la protection de
I’organisme vis-a-vis des agressions extérieures ou qu’elles soient détournées de leurs fonctions
physiologiques pour contribuer a la défense de 1’organisme, certaines molécules biologiques ont
la particularité¢ de réagir a la présence de toxique(s), I’amplitude de la réponse étant parfois
proportionnelle a la quantité de xénobiotiques (Lagadic et al. 1997). Ces composantes
biologiques peuvent étre alors utilisées comme biomarqueurs. Les biomarqueurs ont été définis
comme « un changement observable et/ou mesurable au niveau moléculaire, biochimique,
cellulaire, physiologique ou comportemental révélant 1’exposition présente ou passée d’un
individu a au moins une substance chimique a caractére polluant (Lagadic et al. 1997). Ils
peuvent renseigner sur les mécanismes d’action des polluants, ainsi que sur les systémes mis en
jeu dans la défense de 1’organisme contre les effets d’une contamination. Les biomarqueurs sont
le plus souvent mesurés chez des especes sentinelles, comme les bivalves, qui se révelent étre
¢galement bioaccumulatrices des contaminants de I’environnement. Ces espéces, présentes

naturellement ou mises en cage sur les sites étudiés, sont utilisées dans le cadre d’études de



biosurveillance de la qualité d’un milieu (Roméo et al. 2003). Les espéces les plus utilisées sont
les especes marines Mytilus edulis (Canesi et Viarengo, 1997) et Mytilus galloprovincialis (Porte
etal. 1991 ; Roméo et al. 2003). Ces especes ont souvent été étudiées dans le cadre de pollution
par les HAP (Baumard et al. 1998 a, b; Baumard et al. 1999). Les bivalves sont les plus
employés pour estimer la qualité générale des écosystémes continentaux (Cossu et al. 2000 ;
Charissou et al. 2004). Les biomarqueurs sont classés en trois catégories (National Research
Council, 1987 ; Lagadic et al. 1997) qui sont : les biomarqueurs d’expositions, d’effet, et de
sensibilité.

(i) Les biomarqueurs d’exposition traduisent une réponse biologique d’un individu a son
environnement. Cette réponse est 1’expression de la biodisponibilit¢ des agents chimiques
auxquels I’individu est exposé. Elle n’est pas obligatoirement le reflet d’une toxicité. Les
marqueurs les plus courants sont ceux impliqués dans la détoxication des xénobiotiques
(cytochrome P450, glutathion transférases...) ou les mécanismes de défense cellulaire (enzymes
antioxydantes). Si la contamination est de courte durée ou de faible ampleur, les effets
enregistrés au niveau de ces marqueurs peuvent étre réversibles. Les activités des biomarqueurs
recouvrent alors des valeurs proches de celles mesurées avant la pollution. Dans le cas ou la
charge polluante est élevée, les systémes de défense cellulaires sont dépassés. Les organismes ne
peuvent alors plus se défendre contre les effets de la charge polluante et la toxicité apparait
comme le montre une augmentation des dommages membranaires. (ii) Les biomarqueurs d’effet
rendent compte des conséquences néfastes d’un xénobiotique au sein des différents tissus de

I’organisme.

Ils apparaissent quand les systémes de défense dépassés et ne peuvent plus enrayer les effets de
xénobiotiques. Ils comprennent par exemple les dommages cytotoxiques et les dommages
oxydatifs a I’ADN. (iii) Les biomarqueurs de sensibilit¢ informent sur le rdole des variations
génétiques dans les réponses observées. Ils concernent notamment 1’expression d’enzymes
antioxydantes dont les variations peuvent augmenter la sensibilité des organismes. De nombreux
biomarqueurs non spécifiques sont aujourd’hui utilisés dans la surveillance de I’environnement :
nous citerons, la stabilit¢ de la membrane lysosomale dont la perturbation subcellulaire s’est
donc révélée étre un bon indice extrémement sensible de la condition de la cellule et le stress on

stress qui permettent d’évaluer leur état physiologique

Les premiers biomarqueurs étudiés ont ét¢ des activités enzymatiques spécifiques capables de
répondre a certaines classes de contaminants (Tableau. IV). Ainsi, ’acétylcholinestérase, est

inhibée notamment en présence des insecticides organophosphorés et carbamates, le cytochrome



P450, qui est induit par les HAP et les organochlorés, la peroxydation lipidique est considérée
comme un marqueur de stress environnementaux. Le malondialdéhyde (MDA) est un résidu de
dégradation des lipides endogénes dont 1’augmentation des concentrations est considérée comme
la conséquence de la peroxydation lipidique (Pompella et al. 1987; Sunderman, 1987 ; Roméo et
Gnassia-Barelli, 1997). Les glutathion transférases (GST), ont été parmi les premiéres
composantes biologiques étudiées pour évaluer les effets de substances polluantes sur les
organismes. Ce sont des enzymes de phase II de la biotransformation des xénobiotiques qui
prennent en charges les métabolites de phase I et permettent de rendre ces substances plus
hydrosolubles. Les GST constituent un groupe d’isoenzymes catalysant la conjugaison du
glutathion réduit (GSH) a une grande varié¢té de substrats. En 1991, Shechan et al. mettent en
évidence cette activité chez la moule Mytilus edulis et ’utilisent comme indice de pollution
chimique. On retrouve cette activité¢ dans différents organes : glande digestive, manteau, pied,

mais c¢’est dans les branchies qu’elle est la plus élevée (Hoarau et al. 2002).

Cependant, dans 1’environnement, la contamination est multiple et différentes classes de
polluants se retrouvent simultanément dans le milieu aquatique. Il est alors intéressant de
disposer de marqueurs capables de répondre a une contamination multiple. En ce sens, les

systémes antioxydants présentent un intérét certain par le caractére aspécifique de leur réponse.

Dans le cas de notre travail, nous nous sommes intéressés particuliecrement a [’action du
cadmium et du cuivre sur la moule Perna perna, nous savons que le cuivre est un métal qui a un
role oxydant ; il suit la réaction de Fenton (Viarengo et al. 1991), en revanche le cadmium ne
participe pas a cette réaction mais il augmente la formation intracellulaire des especes réactives
de ’oxygeéne et peut provoquer un stress oxydant (Stohs et al. 2000). C’est pourquoi nous
montrons ci-dessous le stress oxydant et certains biomarqueurs dont des biomarqueurs de

défense anti-oxydante.



Tableau IV : Liste des différents biomarqueurs mesurés chez les mollusques

Marqueur biologique Tissus Référence analytique Unités
Glutathion transférase | GST Branchies Habig et al. 1974 nmol.mg'P. min™
Catalase CAT | Glande digestive Grennwald, 1985 pmol.mg"P. min’
MalonDiAldéhyde MDA | Glande digestive Buege and Aust, 1978 nmol.mg™'P.
Adduits a ’ADN Add Glande digestive Genevois et al. 1998 adduits par10*nucleotides
Acétylcholinestérase | AChE Branchies Ellman et al. 1961 nmol.mg™'P. min’’
Glutathion GSH Branchies | Weckberker et Cory, 1988 pmol.mg'P.

2.1 Stress oxydant et systémes de défenses antioxydants

L’origine du stress oxydant chez les organismes aérobies provient de la consommation
intracellulaire de la molécule d’oxygeéne qui est essentielle pour de nombreuses fonctions
physiologiques mais qui géncre dans le méme temps la formation d’especes réactives de
I’oxygéne ou « Reactive Oxygen Species » (ROS) qui sont potentiellement toxiques pour la
cellule. Les principales sources de production des ROS proviennent de la phosphorylation
oxydative de I’ADP, des chaines de transport d’¢lectron microsomales, de I’activité phagocytaire
et de Pactivité de plusieurs enzymes qui produisent des ROS comme molécules intermédiaires.
Les xénobiotiques peuvent augmenter la production intracellulaire des ROS, par exemple, au
cours de leur réduction, ou ils peuvent étre transformés en leur radical libre qui va rapidement
donner son électron a une molécule d’oxygene et produire un radical anion superoxyde. Celui-ci

va a son tour réagir dans une réaction en chaine et ainsi amplifier le phénomene initial.

Pour pouvoir maitriser la formation de ces especes réactives, les cellules disposent d’un
complexe antioxydant de défense constitu¢ d’enzymes (superoxyde dismutase, catalase,
glutathion peroxydase) et de molécules qui pieégent les espéces radicalaires au niveau des
membranes (vitamine E, B-caroténe) ou de la phase aqueuse (acide ascorbique, acide urique et

glutathion).



2.1.1 Sources des especes réactives de I’oxygeéne

Origine endogéne

Les espéces réactive de 1’oxygene (ROS) sont produites principalement de maniére endogene
au niveau des membranes des mitochondries, au cours du transfert d’électrons le long de la
chaine respiratoire (Livingstone, 2001 ; Staniek et Nohl, 2000). Les réactions radicalaires
jouent un role important dans les systemes biologiques car elles interviennent dans des
réactions métaboliques et physiologiques normales et indispensables a la vie, comme dans la
production d’énergie (Betteridge, 2000). Les ROS sont aussi impliquées dans le processus de

mort cellulaire programmée ou apoptose (Mates, 2000).

Origine exogene

Des xénobiotiques peuvent initier la production d’espéces radicalaires. Certaines molécules
chimiques organiques (carbamates, quinones, phénols, hydrocarbures...), ainsi que des
contaminants métalliques ou des métalloides (cuivre, zinc, fer, plomb, arsenic...) induisent la

formation d’espéces réactives de 1’oxygene (Livingstone, 2001).

2.1.2 Especes Réactives de I’Oxygene

L’anion superoxyde (O,") qui résulte de la capture d’un électron par la molécule d’O, au cours
de réactions endergoniques catalysées par les flavoenzymes (xanthine oxydase), les
lipoxygénases et les cyclooxygénases en présence de métaux de transition tels que le fer ou le
cuivre (Cossu et al.1997a ; Nordberg et Arnér, 2001). L’anion superoxyde est essentiellement
formé au niveau des membranes des mitochondries (Gutteridge et Halliwell, 1993 ; Staniek et
Nohl, 2000). Son incapacité a traverser les membranes lipidiques le confine dans le
compartiment ou il est formé. Il contribue a la destruction des phospholipides membranaires par
attaque nucléophile des liaisons esters entre les acides gras et le glycérol. A pH physiologique, sa
dismutation est catalysée par les superoxydes dismutases (Fridovich, 1975). En milieu acide, il
peut se dismuter en peroxyde d’hydrogéne (H,O,) modérément actif, qui franchit aisément les

barriéres membranaires par diffusion (Cossu et al. 1997b ; Nordberg et Arnér, 2001).



Le peroxyde d’hydrogéne intervient dans la formation du radical hydroxyle (OH"), en présence
d’anion superoxyde via I’oxydation des métaux de transition par la réaction de Fenton (Fenton,

1894) :

F€3+ + 02._—) Fe a + 02
Fe’" + H,0, — Fe " + OH' + OH"

On définit le stress oxydant lorsque la formation des ROS excéde les capacités de défense du
systeme antioxydant. Le stress oxydant est a 1’origine de dommages au niveau cellulaire (voir
schéma en figure. 3) et de différentes pathologies comprenant la carcinogencse, les maladies

cardiaques, I’arthrite rhumatoide, I’inflammation et le vieillissement (Winston et al 1997).
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Figure 3: Schéma général des dommages provoqués par les espéces réactives de I’oxygene
(d’apres Lackner, et al.1998).

2.1.3 Principaux systemes antioxydants

La surproduction d’espéces réactives de 1’oxygene, ou le dysfonctionnement des mécanismes de
défense ou de contrdle physiologique de leur production peut étre la cause d’un stress oxydant.
Pour Halliwell (1987), un stress oxydant implique la formation d’espéces réactives de 1’oxygene
et est synonyme de dommages. Sies (1991) le définit comme un déséquilibre entre les systémes
pro-oxydants et antioxydants en faveur des premiers. Pour combattre les effets du stress oxydant,
les organismes posseédent des systemes de défense localisés dans différents compartiments

cellulaires et visant a (i) éliminer les especes réactives de 1’oxygéne, (ii) induire 1’action des



différents systémes antioxydants et (iii) accroitre D’activité des systémes de réparation et
d’¢limination des macromolécules et des membranes cellulaires endommagées par les especes

réactives de 1’oxygéne (Cossu et al. 1997b).

1) Les systémes enzymatiques de protection

I1 faut bien avoir en mémoire que la protection des organismes n’est pas assurée de facon
homogene par tous les antioxydants. La concentration des différents enzymes et piégeurs est
trés inégale selon les tissus. De plus a I’intérieur d’une cellule, des compartiments comme les
peroxysomes, les mitochondries, le cytosol ou la membrane disposent de protections
différentes et spécifiques. Il existe trois types d’enzymes anti oxydantes majeures qui sont
mises en oeuvre pour la destruction des especes réactives de I’oxygene : les superoxydes

dismutases, les glutathion peroxydases et les catalases.

= Les superoxydes dismutases

La premiére description de cette enzyme par Mc Cord et Fridovich (1969) a été réalisée dans des
érythrocytes de bovins. Elles comportent un métal de transition (fer, manganese, cuivre ou zinc)
dans leur site actif (Cossu et al. 1997a). L’ion métallique va capter un électron de 1’anion
superoxyde par une réaction de dismutation et le transférer au noyau imidazole de I'une des

histidines du site actif selon la réaction:

SOD

0,"+0," +2H" > H,0, + 0,

Les SOD ont la particularité de ne pas pouvoir traverser les membranes biologiques, et elles
remplissent leurs fonctions de détoxication au sein méme du compartiment cellulaire ou les ROS
sont formées (Staniek et Nohl, 2000). Elles catalysent la dismutation de molécules d’O,” en

peroxyde d’hydrogene H,O,.

= La catalase
La catalase (CAT) est une hémoprotéine tétramérique de 240 kDa, présente dans les hématies et

les peroxysomes hépatiques, ayant pour cofacteur un atome de fer (Sokolova et al. 2001). Elle

réduit rapidement le peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygéne moléculaire via la réaction :



CAT
H202— H20 + % O2

Sa localisation peroxysomale en fait une enzyme antioxydante complémentaire de la glutathion
peroxydase sélénium-dépendante contre la peroxydation induite par le peroxyde d’hydrogéne.
L’activité catalasique est présente chez les mammiferes, les vertébrés et invertébrés aquatiques et
les procaryotes (Saint-Denis et al. 1998). La catalase est localisée dans les peroxysomes et les
glyoxysomes. La baisse d’activité de la catalase, observée par exemple par Ray et al. (2002)
dans des tissus issus de tumeurs du sein, entraine des augmentations des taux de peroxyde

d’hydrogéne qui vont amener la formation du radical OH’ et initier la lipoperoxydation.

Il existe deux formes distinctes de glutathion peroxydases :

- lactivité glutathion peroxydase sélénium-dépendante SeGPx (EC 1.11.1.9), qui catalyse la
réduction du peroxyde d’hydrogene et des peroxydes organiques tels que 1’hydroperoxyde du

cumene.

- La glutathion peroxydase sélénium-indépendante SeGPxInd (EC 1.11.1) assimilée a une
isoenzyme de glutathion transférase (GST), réduit les peroxydes organiques uniquement
(Almar et al. 1998). Présente dans le cytosol et les mitochondries, cette enzyme catalyse la

réduction de I’ecau oxygénée et des hydroperoxydes (Cossu et al. 1997a).

= La glutathion réductase
La glutathion réductase (GR) est une enzyme importante pour le maintien d’une activité

glutathion peroxydasique. C’est une flavoprotéine dimérique qui joue un role a part entiere dans
le processus de détoxification. Cette enzyme réduit le glutathion oxydé (GSSG, glutathion
disulfure) en présence de NADPH, issu de la voie des pentoses phosphates, de manicre a

régénérer les niveaux de glutathion réduit (Kelly et al. 1998) :

GR

GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP

= La glutathion transférase

Est une enzyme de phase II qui intervient dans plusieurs processus physiologiques parmi

lesquels figure la défense contre les dommages oxydatifs. Cette enzyme catalyse la réaction



d’addition entre ces composés et le groupement —SH du glutathion pour les rendre plus

hydrosolubles (Habig et al. 1974 ; Van der Oost et al. 1996).

La GST est induite par de nombreux composés dont certains sont également responsables de

I’induction des cytochromes P450 et notamment les HAPs et les PCBs (Hoarau et al. 2001).

2) Les systémes non enzymatiques

L’action protectrice enzymatique est complétée par celle de différents antioxydants non

enzymatiques se comportant comme des piégeurs de radicaux, citons comme exemple :

= Le glutathion réduit (GSH) et oxydé (GSSG)

Le glutathion (L-y- glutamyl - L- cystéinylglycine), est un thiol non protéique le plus abondant dans
les organismes vivants (Penninckx, 2000). Dans les cellules, il est majoritairement présent a
1’état réduit (GSH) qui est sa forme active. Il est synthétisé in vivo par I’action conjuguée de
deux enzymes: la glutamate cystéine ligase (GCL) et la glutathion synthétase (Dringen, 2000 en
figure 4). Le glutathion agit comme un donneur d’électrons et permet ainsi la désactivation des
ROS (Deneke et Fanburg, 1989 ; Winterbourn et Mundays, 1990 ; DeLeve et Kaplowitz, 1991).
Il est également le substrat des glutathion peroxydases et des glutathion transférases pour la
réduction des peroxydes. Hormis son action antioxydante, le glutathion intervient dans de
nombreuses fonctions cellulaires telles que la réserve et le transport des cystéines, le transport
des acides aminés, le métabolisme des prostaglandines, et la réduction de ribonucléotides en

désoxyribonucléotides.

La cytotoxicité¢ induite dans les cellules endothéliales par 1’oxyde nitrique et/ou 1’anion
superoxyde peut étre bloquée par le glutathion (Cheung et al. 2002). Il intervient aussi dans la
conjugaison des substances ¢électrophiles, catalysées par des glutathion transférases. A pH=7, le

glutathion, sous sa forme anionique (GS-), inactive 1I’oxygene singulet (Cadenas, 1989).

Une augmentation de la forme oxydée du glutathion (GSSG) traduit un stress oxydant (Sies et al.

1998 ; Pocernich et al. 2000).



GCS

L - glutamate + L- cystéine + ATP 3 —glutamate - L - cystéine + ADP + Pi

L - glutamate - L- cystéine + L- glycine + ATP  GSH GgH +ADP + Pi
synthétase

Figure 4 : Différentes étapes de la synthése du glutathion réduit (GSH) : GCS : y- glutamyl cystéine
Synthétase. D’apres Dringen (2000)

Outre le role de réserve et le transport de cystéine, le glutathion est un antioxydant majeur de la
cellule, grace a sa concentration élevée et du fait qu’il est le substrat d’importantes enzymes de
défenses. Le maintien du taux de GSH cellulaire est crucial, car les mitochondries ne possedent
pas les enzymes nécessaires a sa synthese et importent le GSH cytosolique (Wang et Ballatori,
1998). Dans les conditions normales, le glutathion sous sa forme réduite (GSH) représente entre
90 et 98% du glutathion total. Dans les conditions physiologiques normales, la GSSG- réductase
assure la conversion du GSSG et le maintien du GSH sous sa forme réduite. Pour maintenir cet
équilibre redox du rapport [GSH] / [GSSG] contre un stress oxydant, 1’exportation du GSSG et
du conjugués du GSH pourraient étre un facteur modulant la sensibilité des cellules au stress

oxydant (Schafer et Buettner, 2001).

= [L’acide ascorbique (vitamine C)

Existe a 1’état d’ascorbate a pH physiologique et c’est un antioxydant soluble dans I’eau (Kelly
et al. 1998). L’ascorbate est un puissant agent réducteur qui réagit directement avec 1’anion
superoxyde, le radical hydroxyle et les hydro peroxydes lipidiques. L’acide ascorbique a des
propriétés anticarcinogéniques ; ainsi, Drake et al. (1996) ont démontré 1’intérét d’un régime
riche en vitamine C pour lutter contre les cancers gastriques chez ’homme. De plus, 1’ascorbate
va régénérer au niveau cytosolique la vitamine E et ainsi, prolonger la durée de vie de cet
antioxydant. Paradoxalement, sous certaines conditions (faible concentration, présence d’ions
métalliques), 1’acide ascorbique peut agir comme un prooxydant en augmentant les dommages

oxydatifs aux lipides, a I’ADN et aux protéines.



3) Les protéines de fixation des métaux

Un autre systéme de protection consiste a séquestrer les métaux sous forme libre impliqués
dans la production des espéces radicalaires. La transferrine maintient le fer libre plasmatique a
des niveaux trés faibles (Gutteridge et al. 1982). La lactoferrine est produite par les
neutrophiles et joue le méme role que la transferrine. La céruloplasmine fixe les ions cuivre et

oxyde le fer ferreux. L’albumine fixe également les ions cuivre (Gutteridge et Wilkins, 1983).

La nature antioxydante des métallothionéines (dont on a parlé plus haut) est connue chez les
mammifeéres ; en ce qui concerne les invertébrés, Viarengo et al. (1999, 2000) ont montré
chez Mytilus galloprovincialis que les métallothionéines inhibent la réaction de Fenton et
donc, réduisent le stress oxydant en se liant aux métaux de transition tels que le fer et le

cuivre.

2.2. Variation des systemes de défenses en condition de stress

L’intérét majeur des systémes de détoxication comme biomarqueurs réside dans leur réponse
aspécifique, ce qui est intéressant dans le cadre d’une contamination par un mélange de

xénobiotiques, comme cela est le cas dans le milieu naturel.

La premicre réaction des organismes face a une contamination peut €tre une augmentation de
I’activité de ces systémes (Winston et al. 1990), traduisant une adaptation a la pollution et une
résistance a la modification de I’environnement (Lagadic et al. 1997). Si le stress est transitoire,
I’activité des systémes de détoxication cellulaire peut revenir au niveau des individus témoins.
L’induction des systémes antioxydants permet a 1’organisme de limiter la production ou de
favoriser la destruction d’especes réactives de ’oxygene, et empécher ainsi leurs effets néfastes.
Les systémes antioxydants peuvent étre débordés en cas de pollution chronique ou accidentelle
par des composés organiques et des métaux présents dans les sédiments des milieux contaminés.

En conséquence, des effets toxiques peuvent apparaitre.

Les travaux réalisés précédemment, mettent en évidence que tous les systémes, enzymatiques ou
non, impliqués dans la défense de I’organisme n’ont pas tous la méme sensibilité face aux
polluants. Quand la durée d’exposition n’excéde pas 7 jours, le cuivre entraine une diminution

du taux de glutathion réduit chez Unio tumidus, exposé pendant 3 jours a 30 pug/L (Doyotte et al.



1997), et chez Mytilus galloprovincialis, exposée pendant 1 a 7 jours a 0,6 uM (Canesi et al.
1999). Chez Unio tumidus, cette déplétion en GSH est accompagnée d’une diminution de
I’activité de la glutathion réductase, qui ne permet pas de régénérer suffisamment de GSH a
partir du GSSG. Chez M. galloprovincialis, c’est I’augmentation de 1’activité de la GST (qui
conjugue le GSH a des composés électrophiles) qui semble expliquer la diminution du taux de
GSH. Le cuivre n’induit pas de déplétion ou d’augmentation du taux de GSH dans la glande
digestive de Crassostrea virginica exposée a des concentrations de 5 a 80 pg/L de cuivre
pendant 2 semaines (Ringwood et al. 1998a). Quand les huitres sont exposées a 80 pg/L de
cuivre pendant 4 jours, les taux de MDA sont alors plus élevés que chez les témoins.
L’exposition au cuivre entraine également une augmentation du taux de MDA dans les tissus
mous de Ruditapes decussatus (Roméo et Gnassia- Barelli, 1997) et du poisson. Chez C.
virginica, les taux de MDA tendent a diminuer et retrouver des valeurs proches des taux des
témoins a mesure que la durée d’exposition augmente, tandis que la concentration en

métallothionéines est plus élevée (Ringwood et al. 1998b).

Apres 7 jours d’essai au contact de dérivés du plomb et du mercure, le taux de GSH mesuré dans
les branchies et la glande digestive de Perna viridis n’est pas significativement différent des

témoins (Yan et al. 1997) mais augmente aprés 14 jours.

Si certains auteurs ont décrit 1’influence des saisons sur 1’activité des systémes de détoxication
cellulaire, d’autres se sont attachés a tenir compte de ’impact des facteurs abiotiques sur la
physiologie des bivalves. Ainsi, par exemple, 1’augmentation de température in vitro stimule la
lipoperoxydation dans la glande digestive de la coquille Saint-Jacques (Viarengo et al. 1995) et
de la patelle Nucella concinna., d’aute part, la lipoperoxydation est diminuée dans la glande

digestive de bigorneaux (Littorina littorea) en anoxie durant 6 jours (Pannunzio et Storey, 1998).

Les études faisant référence aux variations saisonnicres des systémes de défenses antioxydants
sont peu nombreuses, alors que de nombreux travaux portent actuellement sur 1’influence des

facteurs saisonniers sur 1’état métabolique des organismes et leurs réponses aux contaminants.

Chez les bivalves, quelques études rapportent des variations des activités des systémes de

détoxication cellulaire au cours de I’année et en fonction des saisons.

En hiver, chez Mytilus edulis et Mytilus galloprovincialis, Viarengo et al. (1991) décrivent une
diminution de I’activité des systemes de défenses antioxydants (glutathion réduit et glutathion

peroxydases), accompagnée d’une augmentation du taux de malondialdéhyde. De méme, Power



et Sheehan (1996) observent une diminution du glutathion réduit en hiver, accompagnée d’une

augmentation de ’activité de la GST dans les branchies et la glande digestive de Mytilus edulis.

La faible disponibilit¢ de nourriture en hiver peut expliquer une sensibilit¢ accrue au stress
oxydant a travers d’autres facteurs tels que la modification de la composition de la membrane en
acides gras. Des activités enzymatiques compensatoires telles que la GST (Power et Sheehan,
1996 ; Wilhelm-Filho et al. 2001 ; Manduzio et al. 2004) peuvent alors étre mises en jeu pour

compenser la baisse des activités antioxydantes.

En hiver, les bivalves seraient moins aptes a faire face aux effets d’une pollution et
présenteraient ainsi une sensibilité accrue aux xénobiotiques (Power et Sheehan, 1996). La

production d’especes radicalaires peut alors étre favorisée et entrainer des effets déléteres.

2.3. Intérét des expériences de laboratoire

Ces tests consistent a exposer un nombre connu d’organismes d’'une méme espece a une gamme
de concentrations en produit chimique. Cette réponse biologique a un toxique est le résultat de
I’interaction du produit et de 1’organisme exposé. Elle dépend des propriétés chimiques du
contaminant et physiologiques de 1’organisme, au moment ou il est exposé. Chaque espece
présente donc une réponse spécifique a chaque produit chimique. (Parkerton et Konkel, 2000 ;

Escher et Hermens, 2002 ; Tremolada et al. 2004).



MATERIEL ET METHODES




CHAPITRE 1I : MATERIEL ET METHODES

Dans cette partie, nous allons présenter tout ce qui est commun a plusieurs expérimentations,
c’est-a-dire 1’identification de 1’espeéce. Seront également décrite les zones d’étude la
méthodologie utilisée pour I’étude de la biométrie, les analyses chimiques, biochimiques et les
statistiques associées. En un mot la stratégie expérimentale, les dispositifs et méthodes

analytiques sont exposés.

1. Identification et biologie du modéle biologique

La moule africaine Perna perna est un mollusque bivalve qui posséde une charniére munie d’une
ou deux dents; fréquemment une dans la valve gauche et 2 dans la valve droite. Les muscles
rétracteurs du pied et muscles rétracteur du byssus forment une empreinte médio-dorsale sur la
coquille, le muscle rétracteur postérieur du byssus a une empreinte bien visible et adjacente a
celle de ’adducteur postérieur, I’intérieur des valves est nacré, blanc rosé (Figure.5). Elle peut
atteindre une longueur maximale de 18 cm. On la rencontre dans les substrats durs de I’étage
infralittoral et jusqu’a 100 m de profondeur. P. perna est une espéce largement répandue dans le
monde puisqu’on la rencontre sur les cotes Est et Ouest de 1’ Atlantique tropical et subtropical, en
Amérique du Sud et sur les bords de la Méditerranée (Afrique du Nord : Algérie, Tunisie,
Maroc). La moule P. perna (Lamarck, 1758), appartient a 1’embranchement des Mollusques

bivalves de la famille des Mytilidés.

Photo jalel Hadj moussa

Figure 5: Disposition des insertions musculaires sur la face ventrale de la coquille de Perna
perna (mp : muscle adducteur postérieur, rmb: rétracteur musculaire du byssus ; rpb : rétracteur
postérieur du byssus ; rab : rétracteur antérieur du byssus ; rp : rétracteur du pied ; by : byssus ;

p : pied).



a) Morphologie

Comme la plupart des bivalves, les moules sont des animaux filtreurs qui se nourrissent en
retenant les éléments en suspension dans I’eau de mer. L’eau est aspirée grace au siphon inhalant
puis filtrée par les filaments des branchies qui agglomérent dans du mucus les particules
nutritives (phytoplancton, zooplancton et autres matieres organiques). La moule est un bivalve
lamellibranche, sa coquille est constituée a 95 % de carbonate de calcium. Sur la face ventrale
(Figure. 6), les bords des deux lobes sont libres, délimitant la cavité palléale. En avant du bouton
exhalant, on trouve le vélum qui est un tissu conjonctif et musculaire capable de s’étendre et de
se rétracter. Le manteau a un role dans la circulation de I’eau, il participe a la respiration et
accumule des réserves mais son role principal est d’assurer la formation de la coquille. Les
muscles adducteurs s’opposent a 1’action mécanique du ligament, abducteur, et par leur
contraction assurent la fermeture des valves. Le pied (organe de locomotion) est une saillie
musculaire située au-dessous de la masse viscérale et comprenant la glande byssogeéne qui
occupe sa plus grande partie ou elle forme un sillon entouré, sur presque toute sa longueur. Le
byssus (organe de fixation) est constitu¢ de nombreux filaments terminés par un disque adhésif.
Les branchies sont au nombre de deux et sont des organes de la nutrition et de la respiration (la

moule filtre jusqu’a 3 litres d’eau par heure).

Les bivalves sont des microphages et se nourrissent par filtration de particules en suspension
comprenant le phytoplancton, le zooplancton et les résidus organiques ou seston. Ils disposent
d’un systeme digestif, d’un systéme circulatoire ouvert, d’organes reproducteurs et d’un systéme

nerveux élémentaire.

Embranchement :
Mollusque

Famille : Mytilidés
Classe : Bivalve 4cm
Genre : Perna

Espece : perna
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Figure 6 : Position taxonomique et description de Perna perna



b) Intérét

La moule est une espéce modele en écophysiologie. Elle résiste plus de 12 jours a I’émersion et
est capable de résister a des modifications du métabolisme, a I’anoxie et I’hypercapnie.
Considérant plusieurs critéres biologiques et écotoxicologiques, comme leur mode de vie
sédimentaire et leur mode de nutrition par filtration, les moules sont considérées comme des
especes sentinelles d’écosystemes cotiers anthropisés. En effet, elles sont utilisées comme
indicateurs biologiques dans des programmes de biosurveillance, afin de mesurer le degré de
pollution environnementale a cause de leur capacité a concentrer dans leurs tissus de fortes
teneurs en polluants chimiques métaux lourds et contaminants organiques par filtration de I’eau.
De plus, leur sédentarité leur interdit toute possibilité de fuite face a une pollution chronique ou
soudaine. Les principaux programmes de biosurveillance utilisant des moules sont le « Mussel
Watch » (Goldberg et al. 1978), (Goldberg et al. 2000) et le Réseau National d’Observation

(RNO) (Claisse et al. 1992), développés pour surveiller la qualité des eaux cotiéres.

2. Présentation de la zone de I’étude
2.1. Caractéristiques générales du littoral Algérien

L’ Algérie dispose d’un littoral d’environ 1280 Km, de la frontiere Algéro-Marocaine a I’Ouest a
la frontiere Algéro -Tunisienne a I’Est; comme le montre la carte ci aprés. Ce littoral est
caractérisé par un plateau continental réduit a 1’exception dans la région de Ghazaouet (Wilaya

de Tlemcen) a I’extréme Ouest et la région d’El Kala (Wilaya d’El Tarf) a I’extréme Est.

Golfe
d’Annaba

A|gérie :.'. Tunisi

Figure 7: Carte représentative de la cote Algérienne



La cbte Algérienne est caractérisée par ces deux couches d’eaux superposées, I’eau Atlantique
modifiée et I’eau Méditerranéenne. En effet, ’eau Atlantique pénétre dans la mer d’Alboran ou
ses caractéristiques initiales commencent a s’altérer, donnant ainsi naissance a I’eau Atlantique
modifiée (Benzohra, 1993). Ce méme auteur signale cette eau dans le bassin Algérien ou elle se
reconnait dans une couche superficielle de 150m d’épaisseur, avec une température de 15 a 23
°C en surface et de 13,5 a 14 °C en profondeur et des salinités allant de 36,5 a 38 psu. Le long
des cotes Algériennes, I’eau Atlantique modifiée décrit un écoulement plus ou moins stable
avant de se diviser en deux branches. Dans le bassin algérien, ’eau atlantique modifiée
pénétrerait (Millot, 1987 ; Millot, 1993 et Benzohra, 1993) sous forme d’une veine de courant
étroite qui donne naissance a des méandres et tourbillons cotier associés a des upwellings. Ces
derniers favoriseraient une forte productivité biologique et par conséquent, une augmentation des

capacités trophiques du milieu (homogénéiser).

a) Situation géographique du golfe d’Annaba

Le golfe d’Annaba est limité a I’Est par le cap Rosa (8°15’Est et 36°58’Nord) et a 1’ouest par le
cap de Garde (7°47 Est et 36°58’Nord) ; la distance séparant les deux caps est d’environ (40km),
la profondeur maximale des eaux est de 65 métres. Selon Vaissiere et Fredj (1963), le plateau
continental est généralement étroit, avec un fond hétérogeéne ; ce dernier est accidenté, nettement
restreint au nord du cap de garde, puis s’élargit dans le golfe jusqu’a 27Km puis se rétréci

légérement dans le cap Rosa (Figure. 8a et 8b).
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Figure 8a : Situation géographique des sites au niveau du golfe d’Annaba
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Figure 8b : Situation géographique des sites supposés perturbés.

Du point de vue sédimentologie, le fond marin débute généralement par du sable fin dans le
secteur Ouest puis ce sable se mélange avec de la vase fine dans le secteur Est. Une chaine
d’herbiers de posidonies, installée sur des substrats rocheux qui se continuent par des vases
terrigénes molles a du sable ou a des débris coquilliers. La température varie entre 16°C en hiver
et 28,8°C en été avec une amplitude de 12,8°C (Frehi, 1998); La température joue un rdle
important dans les variations de densité de 1’eau. La salinité varie en fonction des zones, au sud
Est, les valeurs variaient de 31,4 a 37,5 psu avec une amplitude de 0,7 psu les variations halines

sont dues aux rythmes des débits des oueds Seybouse et Bedjima.

En général, les teneurs en éléments minéraux azotées sont trés hétérogénes et s’organisent selon
un gradient décroissant depuis la cote vers le large. Selon Frehi (1998), les concentrations
maximales sont observées dans les secteurs perturbés (Sud Est), alors qu’au niveau des zones les
plus ¢loignées (Nord Ouest), les teneurs sont deux fois moins €élevées pour les nitrates, cinq fois

pour les nitrites, treize fois pour ’ammonium et neuf fois pour les phosphates.

Les courants dans le golfe d’Annaba, présentent a son ouverture, aprés le Cap de Garde, une

circulation orientée vers I’Est avec des vitesses fluctuantes selon les saisons pouvant atteindre



0,5 a 1 m/s. Ce courant part de la face Sud Est du Cap de Garde en direction de I’embouchure de

I’oued Mafragh (Anonyme, 1976).

Dans le golfe d’Annaba se jettent essentiellement trois oueds: Seybouse, la Mafragh et
Bedjima ; ces derniers charrient vers le golfe les eaux de leur bassin versant. Ces eaux charriées
se composent d’eaux de pluie, de rejets directs de polluants industriels. Le golfe recoit aussi les
eaux usées urbaines qui ne subissent qu’un traitement sommaire au niveau de la station de
traitement des eaux de Sidi Brahim, ainsi que de nombreux autres émissaires provenant des

différentes plages qui longent le golfe.

b) Les différents sites de I’étude

Du fait de certains problémes (difficultés d’acces, absence de moules, etc.), le choix des sites
étudiés est fondé sur leur emplacement par rapport aux différents rejets de la source de pollution.
Cing sites de prélevement de moules ont été choisis, de I’ouest vers 1’est. Seront décrits dans
cette partie, les sites a proximité de différents rejets et la station de référence étant a 1’extréme

Est (Figure. 8b).

= Les ports Ouest (PO) et Est (PE)

PO : Lat. : 36°N 53°03.0 ; Long. : 07°E 45°41.0

PE : Lat. : 36°N 54°33.0 ; Long. : 07°E 46°29.0
Le Port d’Annaba, fait partie des dix (10) principaux Ports de Commerce d’Algérie. Son champ
d’influence s’étend sur douze Wilayas du pays ou sont situées des zones industrielles a fort
potentiel de développement et des ressources naturelles tels que les mines de fer, de phosphates
et les champs pétroliers. Sur le plan industriel, le port d’Annaba se trouve au coeur d’une zone

industrielle parmi les plus importantes du pays avec notamment :

- Le complexe sidérurgique d’EI Hadjar (fonte, acier, et autres produits sidérurgiques).

- Le complexe d’engrais phosphatés et ammoniac « FERTIAL ».

- Des unités industrielles de fabrications de charpentes métalliques.

- Une moyenne et petite industrie diversifiées dans le domaine agroalimentaire.

- Les mines de phosphate exploitées a « Djebel Onk »et les unités de FERPHOS, Mittal Steel

produisant du minerai de fer et du charbon ainsi que SIDER, plus grande usine sidérurgique



intégrée dans la région du Maghreb. Sont toutes reliées par voie ferroviaire directement au
port d’Annaba.

Ces 2 sites PO et PE sont des réceptacles de rejets urbains domestiques et industriels (Figure.8b).

* Qued Bedjima (BD): Lat.: 36°N 52°39.0; Long. : 07°E 45°54.0

Cet oued traverse les terres agricoles, drainant des eaux usées du complexe sidérurgique d’El
Hadjar et des deux zones industrielles Pont Boucher et Sidi Amar.

Ce site est situé a proximité de I'unité de fabrication d’engrais phosphatés et d’ammoniac
appelée autrefois complexe « Asmidal ». Les rejets de I’ensemble de ['unité, se jettent

directement dans la mer, d’autre part du soufre est rejeté dans 1’atmosphere (Figure. 8b).

* Qued Seybouse (SB): Lat.: 36°N 52°85.0 ; Long. : 07°E 46°53.0

L’oued Seybouse draine un bassin versant de 6474 km? Il prend naissance dans les hautes
plaines des Heractas avant de se jeter dans la mer Méditerranée. 11 transporte des rejets de toutes
sortes (urbains, industriels, ...) qui ont augmenté, particuliecrement dans la partie aval (Guelma -
Annaba), caractérisée par une industrialisation importante (cycles, céramique, carrelage, sucrerie,

conserveries, lait, métallurgie, ...).

Du fait de I’exode rural massif des villes entiéres ont été construites au mépris des regles
¢lémentaires de protection de I’environnement. En effet, les rejets des eaux usées se font 8 méme
I’oued. Seybouse, eau qui se jette dans la mer, recueille les eaux usées de prés de 86 unités
industrielles (Tawfiq, 2008) qui ne sont pas traitées. Selon des statistiques, rendues publiques
lors d’une récente rencontre consacrée a la gestion durable des ressources hydriques et a la
protection du périmétre agricole de la Seybouse, prés de 4,5 millions de m® d’eaux usées se
déversent annuellement dans cet oued. Le plus grave est que prés de 3 millions de m’® de ce
volume sont des huiles usagées provenant des unités industrielles, potentiellement polluantes.
Les analyses effectuées au niveau de 1’oued Seybouse (Djabari et al. 2005) indiquent de fortes
concentrations en chlorures (1600 mg/l), nitrates (80 mg/l), nitrites (20 mg/l), ammonium (70
mg/l), phosphores (15 mg/l), mais, une concentration en oxygene dissous presque nulle. Ces
concentrations dépassent les normes admises elles sont a 1’origine de 1’eutrophisation constatée

au niveau de I’oued (Figure. 8b). Tous ces ¢léments font que le site Seybouse est un site pollué.



= La plage El Hnaya (EH): Lat. : 36°N 54°24.0 ; Long. : 08°E 07°35.0
La plage « El Hnaya » se trouve a environ 30 km a I’Est d’Annaba entre le village de Berrihane
et de Kantra El-Hamra et a 18 km a I’est de ’oued El Mafragh (agriculture et urbanisation).
L’1lot sur lequel a été effectuée notre étude est situé au large a environ 500 m de la plage. C’est
une station loin de toute pollution (Figure. 8a et 9) et que nous avons considéré en tant que site

de référence pour I’ensemble des travaux de la these.

Figure 9 : Site de prélévement au niveau de la plage El Hnaya

2.2 Stratégie d’échantillonnage

Quatre prélévements saisonniers de bivalves (Figure. 10) ont été effectués au cours de 1’année
2006-2007 sur les cing (5) sites de 1’étude. Un prélévement de moules (une trentaine) par saison
destinés a la biométrie a été réalisé¢ le 14 avril 2006 (Prl), le 13 aott 2006 (Pr2), le 10 octobre
2006 (Pr3), et entre le 29 décembre 2006 et le 10 janvier 2007 (Pr4), et un lot d’environ 183

individus pour les analyses chimiques et 640 pour les analyses biochimiques.

Prl Pr2 Pr3 Prd

(14/04/06) | (13/08/06)| (10/10/06) |(29/12/06 et 10/01/07)

PRINTEMPS AUTOMNE HIVER

Figure 10 : Diagramme représentant les différentes dates de prélévement dansle golfe d’ Annaba au cours
des saisons.



La collecte des bivalves a été faite a la main et de maniére aléatoire comme le stipule Serafim
(2001) sans tenir compte du sexe, entre 20 et 50 cm de la surface de I’eau de mer. Chaque
récolte de bivalves est repartie dans des bacs en plastique contenant 30 individus baignant dans
leur eau d’origine, en fonction de chaque site et pour chaque saison. Ces bivalves sont ensuite
conduits au laboratoire afin de procéder a 1’analyse biométrique (conservés dans un bac

isotherme).

2.3. Mesure des paramétres physico-chimiques de I’eau

Parmi les facteurs abiotiques, les facteurs physico-chimiques (température, salinité, O, dissous,
pH, etc.) du milieu jouent un rdle essentiel puisqu’ils influent a la fois sur la forme physico-
chimique des métaux (état de valence, adsorption désorption, etc.) donc sur leur biodisponibilité,
mais également sur le métabolisme des espéces (osmorégulation, respiration, reproduction,
activité trophique, etc.) dont dépendent en partie les cinétiques d’accumulation et d’excrétion des

métaux (Karayiicel et Karayiicel, 2000).

Dans cette ¢étude, deux parametres ont été mesurés : la température et la salinité, les deux
descripteurs de base des masses d’eau, dépendant quasi exclusivement des processus physiques.
Les mesures ont été effectuées « in situ» au moment du prélévement, au moyen d’un multi
parametre (Consort 535). L’étalonnage et le calibrage de 1’appareil pour chaque paramétre
mesuré ont lieu au laboratoire et sur terrain, on immerge la sonde spécifique au parametre a
mesurer pendant quelques secondes et le résultat s’affiche sur 1’écran. Les sondes sont rincées a

I’eau distillée puis essuyées avec du papier absorbant aprés chaque manipulation.
2.4. Mesure des parameétres biologique

a) Biométrie

Les bivalves sont triés, nettoyés et débarrassés de leurs épibiontes, avant de prendre les
différentes mesures de la coquille réalisée a 1’aide d’un pied a coulisse de précision 1/20 mm,
cette opération est réalisée rapidement afin d’éviter tout stress, phénomene biologique pouvant
étre a I’origine d’une baisse de poids de la masse molle totale et par la suite de I’indice de
condition comme le montrent Beninger et al. (1984). Ainsi, les paramétres linéaires (en mm)

retenus sont (voir figure. 11):



La longueur totale (L : prise suivant I’axe antéro -postérieur)

La hauteur (h : distance maximale suivant I’axe dorsa-ventral).
L’épaisseur (I: est la largeur maximale de la convexité des 2 valves
réunies)

h

Figure 11 : Les différents paramétres linéaires de Perna perna

Chaque individu (pour un effectif de 30) a été pesé a I’aide d’une balance électronique (Sartorius

H110, de précision 0,01g prés) pour déterminer les paramétres pondéraux suivants:

Poids total de la coquille (PT) : poids total de I’animal (coquille, masse molle et
liquide intra valvaire).

Poids frais total (PF): poids de la masse molle humide totale en gramme de
I’animal vivant.

Poids sec de la chaire (PS) : poids sec de la chaire enti¢re de la coquille, obtenu
apres séchage a I’étuve a 80°C pendant 24 heures au minimum.



b) Croissance relative

L’¢étude de la croissance relative des bivalves a ét¢ faite par ’analyse biométrique qui établi la
relation existante entre la taille et le poids par la loi d’allométrie simple qui s’exprime par

I’équation suivante :

Y=al®
Y : dimension de I’organe ou proportion du corps étudié
L : Longueur de la coquille.
a : ordonnée a I’origine
b : coefficient d’allométrie

Cette équation peut également étre exprimée sous la forme d’une équation linéaire aprés
transformation logarithmique :

LogY=Log a+bLogL
ou (Log a est I’ordonnée a I’origine et b est la pente de la droite). Le coefficient allométrique
est exprimé par la pente b de 1’équation. Pour déterminer le type d’allométrie, la pente a été

comparée a une valeur théorique égale a 3, a I’aide du test t de Student selon Trigui, (1995),

pour la croissance pondérale et a 1 pour la taille.

- sia=3,ou=l,ilyaisométrie : croissance des 2 proportions du corps dans le méme sens.

- sia<3, ou=l1, I’allométrie est dite minorante.

- sia>3, ou=l, I’allométrie est dite majorante.

Les valeurs a et b sont déterminées par I’équation de la régression linéaire, le calcul du
coefficient de détermination R* donne le degré d’ajustement a cette régression. Dans la

littérature, on décrit que si b > 3 les animaux sont en période de maturité sexuelle, inversement si

b <3 ils sont en période de ponte (Cattaneo, 2000).

c¢)Indice de condition

Dans une étude de suivi environnemental, les indices de condition (IC) ne sont pas des
biomarqueurs au sens strict de la définition de Van Gastel et Van Brummelen (1996) mais ils
donnent une idée de 1’état de santé¢ des individus d’une population (Bodoy et Massé, 1979;
Anssel et al. 1980; Lucas et Beninger, 1985 et Pellerin-Massicotte et al. 1989, de plus ils sont

simples a réaliser, de faible colt. Les IC peuvent étre affectés par de nombreux parametres



(alimentation, température, polluants ...) qui seraient dus a une diminution de 1’alimentation
chez les organismes et modifieraient ainsi ses réserves énergétiques (Amiard et Amiard, 1998),
ils se calculent par le rapport du poids des tissus mous sur le poids total et sont exprimés en

pourcentage (norme AFNOR NF V 45056, septembre 1985).

IC- Poids des tissus mous x 100

Poids total de la coquille

3. Analyse des métaux

L’accumulation des métaux (Cd, Cu et Zn) est étudiée sur des animaux prélevés sur le terrain ou
sur des animaux mise en expérience et exposés a différentes concentrations en métaux. Les
animaux sont mis a I’étuve a 60° C jusqu’a obtention d’un poids constant (de 24 a 78 h). Avant
d’effectuer 1’analyse en métaux des différents échantillons, il faut au préalable leur faire subir
une minéralisation, c’est-a-dire une destruction de la matiére organique par attaque acide (acide

nitrique HNO3 Suprapur a 65%).

Les pesées, les expériences de minéralisation et les analyses de métaux par spectrophotométrie
d’absorption atomique ont été réalisés dans le laboratoire R.O.S.E. « Réponses des Organismes

aux Stress de ’Environnement » de I’Université de Nice-Sophia Antipolis (France).

Les échantillons biologiques sont pesés puis placés dans des bombes de minéralisation en téflon
avec ’acide nitrique (le volume utilisé est variable en fonction du poids de 1’échantillon: 3 mL/
100 mg de poids sec, puis 1 mL de plus pour 100 mg supplémentaires en se limitant a 10 mL)
pendant 12 heures. Les bombes sont alors hermétiquement fermées (afin d’obtenir une ¢lévation
de la pression) et mises sur un carrousel disposé dans un four & micro-onde MSD-81D. Les
champs de trés hautes fréquences engendrés par les micro-ondes au sein du minéralisat

provoquent son échauffement par I’agitation intense des molécules.

Le cycle de minéralisation est le suivant :

* 4 minutes a 40% (240 watts) ;
= refroidissement 10 minutes ;

* 4 minutes a 30% (180 watts) ;
= 5 minutes a 37% (222 watts).



Les minéralisats sont ensuite récupérés avec de I’eau ultra-pure (Milli-Q) et transférés dans des

flacons en polypropyléne (Falcon).

Les métaux sont dosés par spectrophotométrie d’absorption atomique. L’échantillon, c¢’est-a-dire
le minéralisat précédemment préparé, est atomisé. Il est transformé en atomes neutres (vapeur
atomique) a 1’état fondamental par chauffage soit dans une flamme air-acétyléne (atomisation en
flamme), soit dans un four graphite (atomisation en four). On irradie cette vapeur avec une lampe
spectrale émettant les raies de transition des atomes recherchés (lampe a cathode creuse). En
raison de la quantification des états énergétiques, seuls les atomes concernés absorbent la
radiation excitatrice émise par la lampe et I’absorption lumineuse que 1’on mesure est liée a la
concentration de 1’élément dans la solution par la loi de Beer-Lambert : D.O.= [l:l«c (D.O. =
densité optique ; [| = coefficient d’extinction moléculaire ; 1 = longueur du trajet optique ; ¢ =
concentration de 1’¢lément a doser). L’appareil de spectrophotométrie d’absorption atomique
utilis¢ est un GBC 904 AA. L’absorption non spécifique est corrigée par I’emploi d’une lampe
au deutérium.

L’appareil est étalonné pour les différents métaux étudiés. Les solutions étalons sont réalisées a
partir de solution-meére de chlorures métalliques par dilution avec de 1’acide nitrique 0,1N, afin
d’avoir la méme normalité en acide que les échantillons. Les concentrations des solutions étalons

sont comprises entre :

= pour le cadmium : 0,750 et 3 pg/L (four) et 0,125 et 1 mg/L (flamme) ;

= pour le cuivre : 5 et 20 pg/L (four) et 0,125 et 1 mg/L (flamme) ;

= pour le zinc : 0,750 et 4 mg/L (flamme).
On effectue d’abord 1’étalonnage, puis 1’appareil calcule la droite de régression correspondante
et le coefficient de corrélation. Chaque étalon et chaque échantillon sont dosés 3 fois. Suivant la
concentration en métal présente dans 1’échantillon, on utilise 1’atomisation soit par la flamme
soit par le four (qui permet des mesures des concentrations beaucoup plus faibles). La courbe
¢talon sert a calculer les concentrations de chaque échantillon aprés lecture de la densité optique.
A partir du volume de minéralisation, on calcule la quantité absolue de métal (ug de Cd, Cu ou

Zn) que I’on rapporte au poids de 1’échantillon.

Pour assurer la qualit¢ des dosages des métaux, du matériel standard de référence (Tort2 :
hépatopancréas de homard fourni par le Centre National de la Recherche du Canada) est analysé
en parallele. Nos résultats sont en accord avec les valeurs certifiées qui sont représentées sur le
(Tableau. V). L absorption non spécifique est corrigée par I’emploi d’une lampe au deutérium.

L’analyse du matériel standard de référence (TORT-2, 1994) valide les déterminations.



Tableau V : Analyse du matériel standard de référence Tort 2 (Hépatopancréas de homardfourni
par le Conseil National de Recherches du Canada)

Meétal Valeurs certifiées pg Nos valeurs
/g p.s n
Cd 26,7 + 0,6 51 264+ 14
Cu 106 = 10 5 101 £ 1
Zn 180 = 6 5 174 + 8

4. Analyse des biomarqueurs

Toutes les manipulations concernant le dosage des biomarqueurs lors du broyage des tissus

(branchies et glandes digestives) sont réalisées a 4 °C dans de la glace en figure ci-dessous.

4.1Protéines

Les protéines sont mesurées par la méthode de Bradford (1976) avant le dosage du GSH et de
Iactivité GST car les résultats de ces dosages seront exprimés de maniére spécifique par mg de

protéines. La méthode de dosage des protéines combine plusieurs avantages :

= elle est rapide car sans incubation ;
= sa gamme de sensibilité est inférieure d’un ordre de grandeur a la concentration
des protéines que nous testons, et donc les mesures sont précises car il est inutile

de diluer fortement les échantillons avant de les mesurer ;



Le principe de cette méthode colorimétrique repose sur 1’utilisation d’un colorant, le bleu de
Coomassie qui, initialement rouge, vire au bleu quand il se lie aux protéines. La couleur bleue
résulte de ’interaction des groupements anioniques du colorant avec les groupements aminés des

protéines. Le complexe formé est stable pendant environ 1 heure.

Les protéines ont été quantifiées en, utilisant le Bleu Brillant de Coomassie (G 250, Merck)
comme réactif et I’albumine sérum de beeuf (BSA, fraction V de Merck®) comme protéine
standard. Les absorbances sont lues au spectrophotomeétre d’absorption moléculaire (ou
colorimeétre) a une longueur d’onde de 595 nm qui est proportionnelle a la quantité de protéines

dans I’échantillon biologique.

4.2 Glutathion

Les échantillons de branchies et de glandes digestive (environ 1g) sont homogénéisés dans 3 ml
de tampon phosphate pH 7,5, puis déprotéinisés par 1’acide sulfo- salycilique a 0,25% afin de
protéger les groupements thiol (-SH) du glutathion. Apres centrifugation a 1000 x g pendant 10
min le surnageant est utilisé pour le dosage par spectrophotométrie avec le réactif DTNB (acide
5,5 dithiobis-2- dinitrobenzeéne) a 0,01M, la lecture se fait a 412nm suivant la méthode simple de

Weckbercker et Cory (1988).

4.3 Glutathion transférase

La réaction se mesure au spectrophotométre en suivant la formation du conjugué entre le
glutathion réduit (GSH) et un substrat modele, peu spécifique des différentes isozymes de GST,
le chloro-2,4-dinitrobenzéne (CDNB). Ce produit de conjugaison est le 1-glutathion-2,4-
dinitrobenzéne (GS-DNB). La méthode est de Habig et al. (1974).

GST
GSH + CDNB ——  GS-DNB + HCI

Le milieu réactionnel contient, dans une cuve en quartz d’un volume final de 1 mL :



= 50 pL de fraction cytosolique de protéines, soit de 50 a 250 pg ;

* 1 mM de CDNB, a partir d’une solution a 20 mM en éthanol ;

* 10 mM de GSH, a partir d’une solution a 100 mM en H,O ;

* 160 mM d’un tampon Phosphate de Potassium a partir d’une solution mére a
200 mM ajustée a pH 6,5 par mélange de K;HPO4 et KH,POy, les deux étant

respectivement a 200 mM.

La cinétique de la réaction est suivie durant 30 secondes a 340 nm et a 37°C. La vitesse initiale
est proportionnelle a la quantité d’enzyme introduite dans la cuve. Un blanc sans protéine est
mesuré avant les échantillons, il permet d’évaluer la vitesse de la réaction spontanée, qui n’est
pas négligeable. Le coefficient d’extinction moléculaire & =9,6 L.mmol™.cm™ est appliqué, il
permet 1’expression de I’activité enzymatique en nmoles/min/mg de protéines. Les méthodes de

références utilisées pour le dosage biochimique sont données dans le tableau VI.

Tableau VI : Méthodes de références et unités utilisées pour 1’analyse des biomarqueurs

Biomarqueurs Unité Références publications
Protéines mg.ml” Bradford (1976)
GST nmoles.min"'.mg'de protéine Habig et al. (1974)
GSH nmoles.mg ' de protéine Weckberker et Cory (1988)

4.4. Survie a I’air : Stress on stress

La méthode (Viarengo et al. 1995) consiste a superposer deux types de stress (« stress on
stress » en anglais) sur des mollusques prélevés en mer, en différentes stations du littoral : au
stress que subissaient déja les animaux dans leur milieu naturel si celui-ci était pollué, on ajoute
un deuxi¢me facteur perturbant en les placant a ’air libre en laboratoire (Figure. 12). Si les
mollusques sont d’ordinaire capables de supporter des émersions prolongées (quelques jours
pour la moule), leur résistance a la mise a 1’air libre est amoindrie s’ils avaient auparavant été
I’objet de contaminations chimiques en mer ; ce sont donc ces individus, doublement perturbés,
qui mourront les premiers tandis que leurs congénéres sains seront en mesure d’endurer le

traitement pendant un laps de temps plus long. La comparaison des taux de mortalité, aux mémes



temps, pour les différents sites de provenance des animaux, donne en fin de compte une

indication relative sur I’état de « santé » des stations étudiées.

On calcule ensuite le pourcentage de survivants pour chaque jour et enfin le Temps Létal Moyen

ou 50% des animaux sont morts (TLM 50), par la formule suivante :

A =150-% a T (<50 % de morts)] / [% a T (>50 % de morts)- % a T (<50 % de morts)]
B=T (<50 % de morts) / T (>50 % de morts)
C=A*LOG (B)

D =LOG [T (<50 % de morts)] —

TLM 50 =10"D

\-. -
> e

Figure 12 : Moules exposées a I’anoxie lors de I’expérience du SOS

5. Expériences de Laboratoire

Les bivalves, de longueur 60mm environ, ont été collectés sur le site témoin. Au laboratoire
E.M.M.A.L (dispositif expérimental en figure. 13), ces bivalves sont transférés dans des bacs

propres remplis d’eau de mer naturelle, a raison de 3 animaux par litre d’eau, ces derniers seront



acclimatés d’un jour aux conditions du laboratoire a une température de 16 = 2° C. Un bullage
permanent permet de saturer le milieu en oxygene. Les moules sont soumises a une photopériode
de 12h jour/12h et une salinité de I’eau de 37 psu. Le renouvellement tous les deux jours de I’eau

de mer des témoins et des exposés constitue leur unique source de nourriture.

Durant I’expérience, les moules ont été traitées simultanément durant 7 jours a différentes
concentrations d’une part, d’une solution de CdCl, a 50, 100 et 200 pg Cd/l, et d’autre part a
différentes concentration de cuivre a 10, 15 et 25 pg Cu/l pour I’expérience de 1’été. Pour des

raisons techniques, 1I’expérience de contamination par le cuivre en hiver n’a pu étre effectuée.

A T’issue de I’expérience, deux groupes de bivalves ont été constitués : un premier groupe (n=>5
par condition) destiné aux analyses biochimiques et un deuxiéme groupe (n=5 par condition)

pour ’analyse chimique.

\j

Acclimatation: 1 jour

Renouvellement de I'eau de mer tous les 48h

— _/ -

~
Expérience en Hiver

Mnce en été

]

Figure 13: Dispositif expérimental des deux expériences réalisées au laboratoire

Les branchies sont immédiatement prélevées et congelées a -20° C. Au moment de 1’analyse, les
échantillons sont décongelés et homogénéisés. L homogénéisation se fait dans du tampon Tris
(pH=7) contenant des anti-protéases, les échantillons peuvent étre aliquotés avant d’étre

analysés. L’analyse des deux biomarqueurs (GSH et GST) a été décrite ci-dessus.



Analyse statistique

Les résultats obtenus ont fait ’objet d’une analyse statistique grace au logiciel Minitab 13.31
pour Windows (X, 2000). On vérifie en premier lieu la normalité¢ des données. Les données sont
représentées par la moyenne plus ou moins 1’écart-type (m + s). Les moyennes ont été comparées
deux a deux par le test t de Student. Une analyse de la variance ANOVA a deux critéres de
classification (site, saison) a été effectuée. Le seuil de signification est précisé¢ dans chaque cas,

au minimum, il est de p< 0,05.



RESULTATS




CHAPITRE 111 : RESULTATS DE TERRAIN

Durant I’année 2006, nous avons effectu¢ a différentes saisons des mesures de température et de
salinité¢ de ’eau de mer des différents sites du golfe d’Annaba. Ensuite, nous avons exploité les
résultats des mesures morpho-métriques des bivalves pour enfin mesurer indirectement le degré
de pollution en dosant dans leur chair la concentration de glutathion, les activités transférase et
enfin, les concentrations de trois métaux important sur le plan de I’environnement (Cd, Cu et

Zn). Nous présentons les résultats ci-dessous.

1. Données physico-chimiques

1.1 Latempérature

La température intervient directement sur la cinétique des processus biologiques, les moules étant
poikilothermes (Incze et al. 1980). Les variations saisonniéres de ce paramétre doivent étre prises
en compte (Cossa et al. 1980 ; Amiard et al. 1986; Cain et Luoma, 1986; Langston et Spence,
1995).

Les variations saisonnicres de la température de 1’eau de mer sont représentées dans la figure 14.
On note la présence d’une évolution saisonniere avec un minimum de 10,8°C au niveau du site SB
en janvier 2007 et des températures élevées variant entre un minimum de 26°C respectivement sur

les sites BD et EH et un maximum de 28°C en été au niveau du PO (voir Tableau. VII en annexe
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Figure 14 : Evolution saisonniére de la température des eaux du golfe d’ Annaba



1.2 La salinité
En ce qui concerne la salinité, nous notons les valeurs les plus basses au niveau de 1’oued
Seybouse (SB, Figure.15) allant de 25,88 a 10,8 homogénéiser psu respectivement au printemps
et en hiver, cette dessalure correspond a I’entrée d’eau douce (pluies drainées par 1’oued)
importante durant la saison hivernale. Un maximum de 37,9 psu est enregistré en été¢ au niveau

de SB. Le détail est en annexe 1.
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Figure 15: Variation saisonniére de la salinité des eaux du golfe d’Annaba

2. Analyse des paramétres biométriques

L’étude présentée ici a porté sur 150 bivalves par saison ; les caractéristiques biométriques sont
notées dans le Tableau. IX, en page 47.

Dans le golfe d’Annaba, la moule africaine a une taille comprise entre 30mm et 120mm, la taille
minimale étant enregistrée au niveau des oueds Bedjima (BD) et Seybouse (SB) et maximale au
niveau de la plage El Hnaya (EH), avec un poids saisonnier variant de 2 g (SB) a 105g (EH). En
comparant avec les données de la littérature, il semblerait que la moule Perna perna du golfe
d’Annaba atteigne une taille assez grande, puisque par exemple au Congo, la taille de P. perna varie
entre 65 et 76mm. Le poids maximal théorique de P. perna au niveau de la baie d’Alger (Bord; el
Kiffan) est de 35,13g pour une taille de 67,Imm (Abada-Boudjema, 1984) ; Asso (1982) observe
que les moules Perna perna prélevées sur la jetée Nord du port d’Alger ont une taille importante

(120 mm).



Tableau IX : Parameétres biométriques qui ont fait 1’objet de 1’étude, date et site de collecte. N = nombres d’individus,
moyenne géométrique [valeur minimale - valeur maximale], IC = indice de condition.

Date Site N Poids (gr) Taille (mm) N IC

Avril 2006 PO 30 34,49 67,93 6 20,42 +1,39
[04,75 -61,33] [52 -94]

Avril 2006 PE 30 30,42 62,4 6 20,05 +1,95
[17,68 - 68] [51- 83]

Avril 2006 BD 30 8,95 40,61 6 19,66 + 1,38
[04,75 -17,16] [31- 53]

Avril 2006 SB 30 12,02 39,13 6 18,21 + 2,93
[02,67 - 32,44] [18 - 74]

Avril 2006 EH 30 33,13 73,82 6 21,89 + 2,96
[15,31 - 69,29] [53 - 99]

Aout 2006 PO 30 28,42 57,58 6 26,63 + 3,83
[6,75 - 58,86] [31- 82]

Aout 2006 PE 30 23,00 59,1 6 23,68 + 2,61
[06,68 - 41,25] [40 - 73]

Aout 2006 BD 30 9,30 40,73 6 24,29 + 1,65
[05,67 - 19,61] [32 - 52]

Aout 2006 SB 30 12,99 42,95 6 19,72 + 9,82
[07,52 - 18,41] [35 - 53]

Aout 2006 EH 30 35,42 69,23 6 26,45 + 4,57
[10,11 -79,98] [52 - 89]

Octobre 2006 PO 30 13,97 47,93 6 19,63 + 6,18
[07,04 - 17,77] [33 - 56]

Octobre 2006 PE 30 19,14 55,56 6 21,73 + 4,56
[09,44 - 28,07] [43 - 68]

Octobre 2006 BD 30 17,09 55,66 6 17,11 + 3,18
[12,67 - 25,87] [42 - 55]

Octobre 2006 SB 30 13,99 48,03 6 18,40 + 1,74
[07,73 - 29,15] [40 - 58]

Octobre 2006 EH 30 28,33 62,23 6 20,75 + 1,14
[11,37-104,72] [44 - 120]

Décembre2006 PO 30 19,13 55,65 6 30,09 + 3,11
Janvier 2007 [11,33 - 48,09] [40 -75]

Décembre2006 PE 30 14,98 50,66 6 26,18 = 2,32
Janvier 2007 [08,98 - 22,24] [41 - 59]

Décembre2006 BD 30 12,44 44,12 6 22,13 = 593
Janvier 2007 [04,28 - 19,07] [30 - 54]

Décembre2006 SB 30 11,63 44,65 6 22,50 + 6,15
Janvier 2007 [04,54 - 36,06] [32 -57]

Décembre2006 EH 30 27,19 62,54 6 28,14 + 6,38
Janvier 2007 [18,83 - 42,04] [53 - 75]




2.1 Caractéres métriques : croissance relative

Les équations d’allométrie exprimant la relation entre les différents caractéres métriques (largeur et
hauteur de la coquille) en fonction de la longueur totale des bivalves, mesurés durant les quatre saisons,

ainsi que leurs coefficients de corrélation, sont représentés dans le Tableau. X.

L’examen du tableau montre une corrélation significative (P=0,05) entre les différents caractéres
métriques mesurés. Ainsi, une forte corrélation entre la longueur et la hauteur est observée en été
(r=10,92) et en automne (r = 0,94) au niveau du site témoin, cette derniére est moins significative
durant les autres saisons. La corrélation la plus faible est notée a I’automne au niveau de BD
(r=0,164) et en hiver au niveau de PE (r=0,364). Les fonctions reliant la longueur a la largueur

et/ou a la hauteur sont significatives au cours des saisons.

Toutefois, on remarque que la croissance en fonction de la largeur et la hauteur est de type
allométrie minorante ou la longueur croit plus vite que la largeur ; des cas d’isométrie (la
croissance d’un parametre étant alors proportionnellement inférieure ou supérieure a la
croissance du paramétre de référence) ont été enregistrés en été et a ’automne au niveau des

sites PE, SB et PO respectivement et en hiver au niveau du site PE et BD.

L’étude statistique (en annexe 2) et les corrélations reliant le poids total des bivalves a la
longueur totale de la coquille (Tableau. XI, en page 50) font apparaitre des valeurs élevées du
coefficient de corrélation (r= 0,81), témoignant d’une corrélation significatives (p= 0,0001) entre
ces variables. La croissance dans ce cas est de type allométrie minorante, ce qui laisse supposer

que le poids des bivalves croit moins vite que la taille.



Tableau X : Equation de régression reliant la longueur (L), a la largeur (1) et a la hauteur (h) de la
coquille chez P. perna au cours des quatre saisons.

Fonctions r Axe majeur réduit Equation d’allométrie | Valeurs limites tobs.

Print 1=f (L) 0,765 £ (I)=0,614L+0,404 f ()= 2,535L%" 26<1<42 420 Minorante
PO h=f (L) 0,830 | f(h)=0,791L- 0,018 f(h)= 1,042L%™" 20 <h<36 Minorante
PE | I=f (L) 0,781 f (I)=0,585L+0,454 £ ()= 2,844L"% 27<1<42 4,84  Minorante

h=f (L) 0,767 | f(h)=0,769L- 0,058 f(h)= 1,142L"7 22 <h<27 Minorante
BD 1=f (L) 0,781 f(I)=0,724L+0,192 f ()= 1,555L%™ 19<1<29 2,56  Minorante
h=f (L) 0,767 | f(h)=0,639L -0,163 f(h)= 1,455L"% 11<h<25 Minorante
SB 1=f (L) 0,712 £ (1)=0,573L+0,413 f (I)= 2,588L""" 10<1<34 4,42 Minorante
h=f (L) 0,818 | f(h)=0,730L- 0,073 f(h)= 1,183L"™" 09 <h<21 Minorante
EH 1=f (L) 0,769 f(I)=0,631L+0,355 f ()= 2,588L""" 10<1<34 3,76  Minorante
h=f (L) 0,694 | f(h)=0,631L+0,355 f(h)= 1,183L"™° 09 <h<21 Minorante

Eté 1=f (L) 0,903 £ (1)=0,691L+0,257 f ()= 1,807L" %" 19<1<38 4,66 Minorante
PO h=f (L) 0,830 | f(h)=1,028L-0,444 f(h)= 2,779L" "% 13 <h<33 Minorante
PE 1=f (L) 0,849 £ ()= 0,924L-0,150 f ()= 1,412L"°% 22<1<43 0,81

h=f (L) 0,850 | f(h)=0,982L-0,406 f(h)= 2,546L"*% 11 <h<26 Isométrie
BD 1=f (L) 0,659 f (1)=0,639L-0,325 f ()= 2,113L%%° 18<1<27 4,62  Minorante
h=f (L) 0,791 | f(h)=1,023L-0,448 f(h)= 2,805L""* 12<h<22 Minorante
SB | 1=f (L) 0,797 | £()=1,025L-0,284 £ ()= 1,923L""% 18<1<31 0,21
h=f (L) 0,694 | f(h)=0,625L+0,528 f(h)= 3,372L"% 13 <h<23 Isométrie
EH 1=f (L) 0,854 £ (I)= 0,685L-0,233 f ()= 1,710L" % 22<1<37 4,00 Minorante
h=f (L) 0,922 | f(h)=1,125L-0,626 f(h)= 4,226L"'% 18 <h<35 Minorante

Aut 1=f (L) 0,873 f (I)=1,089L-0,396 £ (I)= -0,402L"" 17<1<33 0,80
PO h=f (L) 0,442 | f(h)=0,555L-0,283 f(h)= 1,918L"%% 11<h<24 Isométrie
PE 1=f (L) 0,545 f (I)= 0,593L+0,436 f ()= 2,728L%? 22<1<34 3,47 Minorante

h=f (L) 0,799 | f(h)=0,945L-0,332 f(h)= 2,147L%%% 16 <h<27 Minorante
BD 1=f (L) 0,640 £ (1)=0,971L-0,249 f()= 1,774L%°" 20<1<34 0,20 Minorante

h=f (L) 0,164 | f(h)=0,265L-0,207 f(h)= 1,610L" 2 15<h<30 Minorante
SB 1=f (L) 0,891 f ()= 0,834L+0,040 f(1)= 1,096L"%* 23<1<36 2,11

h=f (L) 0,809 | f(h)=1,182L-0,549 f(h)= 3,539L" ™ 13<h<26 Isométrie
EH 1=f (L) 0,819 £ (I)=0,588L+0,423 f(1)= 2,648L"% 19<1<42 3,80  Minorante




h=f (L) 0,948 | f(h)=0,538L+0,440 f(h)= 2,754L%%% 16 <h< 41 Minorante
Hiv 1=f (L) 0,823 £ ()= 0,979L+0,345 f()= 2,213L%°" 21<1<35 0,27  Minorante
PO h=f (L) 0,721 | f(h)=0,551L+0,047 f(h)= 1,114L%" 13 <h<30 Minorante
PE 1=f (L) 0,745 f (I)= 0,899L-0,179 f()= 1,510L%%° 21<1<33 0,90
h=f (L) 0,364 | f(h)=0,279L+0,080 f(h)= 1,202L"?" 11 <h<21 Isométrie
BD 1=f (L) 0,711 f (1= 0,938L-0,358 f(1)= 2,280L""® 19<1<29 0,54
h=f (L) 0,514 | f(h)=0,463L+0,086 f(h)= 1,218L%% 11 <h<20 Isométrie
SB 1=f (L) 0,500 f (I)= 0,367L-0,369 f(1)= 2,338L"% 20<1<35 7,19  Minorante
h=f (L) 0,850 | f(h)=10,235L+0,095 f(h)= 1,244 L% 10 <h<29 Minorante
EH 1=f (L) 0,749 f(I)=0,728L-0,156 ()= 1,432L""8 25<1<35 2,67 Minorante
h=f (L) 0,726 | f(h)=0,543L-0,429 f(h)= 2,685L"%% 18 <h< 30 Minorante

Tableau XI : Expressions mathématiques de la relation taille (en mm) — poids (en gr) chez

P. perna aux cours des saisons.

Relation
r Taille-poids Valeurs limites t obs.
Print 0,926 52 <Lt<94 3,51
PO P = 2,535/ %6 04,75 < Pt < 61,33 Minorante
PE 0,857 51<Lt<83 1,34
p=2,53512%%° 17,68 <Pt < 68 Minorante
BJ 0,744 31<Lt<53 2,11
P=2,5351>"° | 04,75<Pt<17,16 Minorante
SB 0,893 18<Lt<74 3,00
p=2,535>% 02,67<Pt < 32,44 Minorante
EH 0,880 53<Lt<99 3,76
P=2,5352%* | 1531<Pt<69,29 Minorante
Eté 0,962 31<Lt<82 5,03
PO P =2,535.%2% 6,75 < Pt < 58,86 Minorante
PE 0,902 40<Lt<73 4,81
P =2,535.> %7 06,68 < Pt < 41,25 Minorante
BJ 0,860 32<Lt<52 4,12
P=2,535>""* | 05,67 <Pt<19,61 Minorante




SB 0,660 34<Lt<41 2,21
P=2,5351>"* | 07,52 <Pt<18,41 Minorante

EH 0,876 52 <Lt<99 4,00

P=2,5351>%" | 10,11 < Pt<79,98 Minorante

Aut 0,844 33<Lt<56 3,80

PO P=2,5351>"" | 07,04<Pt<17,77 Minorante

PE 0,872 43<Lt<68 3,47

P=2,5351>%" | 09,44 < Pt < 28,07 Minorante

B 0,792 42<Lt<55 2,59
P=2,535L>"" | 12,67 <Pt< 25,87 Minorante

SB 0,884 40<Lt<58 2,73
P=2,5351>%" | 07,73<Pt<29,15 Minorante

EH 0,979 44< Lt < 120 4,47
P=2,5351>"" | 11,37 <Pt < 104,72 Minorante

Hiv 0,816 40<Lt<75 0,27

PO P=2,535>3* | 11,33 <Pt <48,09 Minorante

PE 0,709 41<Lt<59 0,90

P=2,5351>3® | 08,98 < Pt<22,24 Minorante

BJ 0,910 30<Lt<54 0,54

P=2,5351>%"* | 04,28 <Pt< 19,07 Minorante

SB 0,612 32<Lt<70 7,19

P=2,535>%" | 04,54 <Pt<36,06 Minorante

EH 0,889 53<Lt<75 2,67

P=2,5351>%* | 18,83 < Pt <42,04 Minorante




2.2 Indice de condition

L’indice de condition (IC) reflete la condition physiologique des organismes vivants. Son
évolution chez Perna perna montre que les valeurs les plus élevées sont enregistrées en hiver,
d’une maniére générale, des indices ¢€levés correspondent aux périodes de maturation de la
gonade précédant I’émission des gameétes et a la période d’accumulation de réserves.

L’indice de condition reste encore légérement fort en été pour atteindre des valeurs basses au
printemps et en automne (Tableau. IX et Figure.16). La diminution de I’indice de condition
entre avril et octobre coincide avec les périodes d’émission de gametes (Lasiak, 1986 ; Lasiak et
Barnard, 1995; Mc Quaid et Lawrie, 2005) ; ces méme auteurs indiquent que les périodes de ponte

chez P. perna sont trés variables d’un mois a un autre et d’une année a une autre.
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Figure 16: Evolution saisonniére des indices de condition au niveau des sites de 1’étude

3. Accumulation des métaux chez Perna perna

Sur les sites, les moules sont séparées en prenant soin de ne pas endommager le pied lors du
sectionnement du byssus. Elles sont rincées extérieurement a 1’eau de mer sur les lieux de
prélévement puis stockées en glaciére réfrigérée. Le maximum de précautions a été pris pour
éviter la contamination des échantillons sur le lieu de prélévement, pendant le transport et lors de

I’analyse.



Le décoquillage des moules a été réalisé en prenant soin de nous munir de gants en polyéthyléne
jetables, le jour méme de la collecte, avec un scalpel en acier inoxydable propre, en évitant
d’endommager le mollusque avec la lame pour limiter la perte de liquide intra valvaire et en
¢liminant le byssus. La chaire totale de chaque animal pris individuellement est séchée a 1’étuve

a 60°C pendant 48h jusqu’a poids constant, puis pesée au 1/100==de gramme.

Les métaux traces, cadmium, cuivre et zinc ont été mesurés au laboratoire R.O.S.E, Université
de Nice-Sophia Antipolis. 183 échantillons ont pu étre analysés, le détail de I’échantillonnage en

fonction des saisons est présenté dans le tableau. X, suivant :

Tableau X : Nombre d’échantillons mesurés pour I’analyse des métaux

Hiver 60
Printemps 50
Eté 25
Automne 48

3.1 Accumulation du cadmium

Les variations des concentrations en cadmium dans les moules Perna perna en fonction de la
station de prélevement étudiées statistiquement par ANOVA a un facteur contrdlé le site de
préléevement sont significatives avec un test F de Fisher = 3,15, la probabilité associée étant de
0,036 (n =61). Ceci signifie que les stations sont différentes entre elles. L’évolution de la
concentration moyenne en cadmium (0,66 + 0,26 pg/g poids sec) se fait en fonction de la station

de prélevement selon I’ordre décroissant suivant :
BD (1,09) > SB (0,68) > PE (0,66) > PO (0,41) > EH (0,49)

Une plus forte accumulation est observée en général dans les moules provenant de Bedjima (BD)

suivi de Seybouse (SB), toutes saisons confondues.

Nous constatons ¢galement des différences d’accumulation par saison en fonction de la station
de prélévement étudiées statistiquement par ANOVA a un facteur contr6lé la saison, de plus
dans le cas de I’hiver, on a pu séparer les males des femelles, la différence de concentration en

métal en fonction du sexe n’est pas significative. Nous notons cependant, que les moules de la



station Bedjima (BD) présentent les plus fortes concentrations en cadmium en été (1,12 +
0,22ng/g), en hiver (1.30 = 0.55ug/g) et a I’automne (0,80 + 0,21png/g) (Figure.17 et Tableau. XI
et XIV, en annexe 3). Un minimum de concentration est enregistré au niveau des ports Ouest et
Est, respectivement en hiver (0,36 + 0,16ug/g), au printemps (0,26 + 0,04pg/g) et en été (0,35 +
0,05ug/g). Une faible augmentation de cadmium est notée au niveau de la station de référence El

Hnaya (EH) au printemps (Tableau. XIII en annexe 3), (0,60 £ 0,20 pg/g) et en hiver(0,50 +
0,24ug/g).
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Figure 17 : Variation saisonniere de la concentration en cadmium dans les moules provenant des
différents sites de 1’étude.

3.2 Accumulation du cuivre

Une nette contamination en cuivre des ports Est (PE) et Ouest (PO) est constatée au printemps,
les concentrations en cuivre mesurées sont respectivement de 5,90 = 1,18 et 6,18 + 1,55ug/g
(Figure. 18 et Tableau. XIII, en annexe 3), de fortes concentrations en cuivre sont également
notée en été au niveau de tous les sites de 1’é¢tude, avec des valeurs qui varient de 6,69 + 0,56 a
8,15 £ 1,50 pg/g et au printemps au niveau de BD avec des concentrations de 8,60 + 0,83 ng/g
(Tableau.XII et XIII en annexe 3). Des minimums sont enregistrés en hiver et a I’automne a EH

et PO.
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Figure 18 : Variation saisonniére de la concentration en cuivre dans les moules provenant
des différents sites de 1’étude.

L’évolution de la concentration moyenne en cuivre (5,67 + 0,82ug/g p.s) se fait selon 1’ordre

décroissant suivant:

BD (6,82) > SB (5,82) > PE (5,81) > PO (5,38) >EH (4,55)

3.3. Accumulation du zinc

Pour le zinc, I’ANOVA est significative avec un test F de Fisher = 3,08, la probabilité associée
étant de 0,040. L’évolution de la concentration moyenne en zinc (140 + 18ug/g) se fait en

fonction du site de prélévement selon 1’ordre décroissant suivant:
EH (167) > BD (147) > PO (133) > PE (127) > SB (124)

Les mesures du zinc présentent des valeurs €élevées en hiver au niveau de tous les sites de I’étude
qui varient entre un minimum de 155 + 53 ug/g de p.s au niveau de PO et un maximum de 185 +
57ng/g au niveau de EH (Figure. 19), des minimums de concentration de ce métal sont notés en
¢té et au printemps au niveau de SB (89,66 + 24,53ug/g; 90,46 + 20, pg/g) (Tableau. XII et

XIII, en annexe 3).
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Figure 19 : Variation saisonniére de la concentration en zinc dans les moules provenant des différents
sites de I’étude.

L’évolution de la concentration moyenne en zinc (139,71 +17,9221ng/g) se fait selon 1’ordre

décroissant suivant:
EH (167,66) > BD (146,8) > PO (133,23) > PE (126,85) > SB (124,03)

En régle générale, la situation concernant les concentrations métalliques moyennes au niveau du
golfe d’Annaba n’est pas alarmante, méme si 1’on consideére que les teneurs en cadmium et en
cuivre sont ¢levées, ces deux métaux restent a des teneurs modérées par rapport a celles
enregistrées dans la région d’Alger par exemple (Tableau. XVII). Dans notre étude, il apparait
que les deux sites Bedjima (BD) et Seybouse (SB) se distinguent des autres sites. Ceci peut étre
da a leur situation géographique a proximité de terres agricoles et de zones industrielles, il faut
aussi ajouter I’influence d’un faible hydrodynamisme des eaux du golfe (Beldi, 2006). Le site de
référence (EH), présente des valeurs assez élevées en zinc par rapport aux autres sites. Des
travaux précédents de Belabed (2006) sur la contamination métallique du sédiment du golfe
d’Annaba ont révélé que ce dernier, présentait une pollution par le Zn, le Cu et le Pb, avec des
indices de contamination supérieur a 3, cet auteur exprimant la contamination métallique par un

indice, qui exprimerait un début de contamination pour un indice supérieur a 2.

L’analyse statistique ANOVA révele un effet saison hautement significatif P<0,0001, pour les

trois métaux que sont le Cd, le Cu et le Zn, (voir le détail de I’analyse en annexe 8).



Tableau XVII : Comparaison des concentrations métalliques (moyenne ou domaine de variation) de
Perna perna provenant de différentes régions du globe.

Espéce
Perna perna Cdug/gp-s Cupg/gp.s | Znug/gp.s | Réferences bibliographiques
Golfe d’Annaba 0,64 5,34 171 Présente étude
Golfe d’Annaba 0,51 3,67 130 Belabed, 2006
Amirouche(baie d’Alger) 0,54 10,9 243 Asso, 1985
Chenoua (baie d’Alger) 0,88 13,1 133 MED Il
Sondja (baie d’Alger) 1,26 10,9 174
Littoral marocain 0,36-1,52 | 3,59-6,59 130 Najimi, 1997
Littoral mauritanien 0,15-11,14 | 1,50- 8,8 62 Sidoumou, 1999

4. Biomarqueurs chez Perna perna

Nous avons mesuré les teneurs en glutathion (réduit: GSH) et les activités glutathion
transférases (GST). Le choix de ces parametres antioxydants découlait de notre hypothése de
recherche qui était que tant que ces systémes de défense sont opérationnels, aucune toxicité
n’apparait ; par contre s’ils sont débordés par une charge polluante importante ou qu’ils
deviennent inefficaces, des effets toxiques pourront se manifestés au niveau individuel (Pellerin-

Massicotte, 1994).

Les biomarqueurs ont été mesurés d’une part au niveau de la branchie, structure comparable a un
tamis, qui constitue la plus grande partie de la surface de contact des bivalves avec le milieu
extérieur, c’est ainsi, le lieu principal d’échange d’eau et d’ions entre I’hémolymphe et
I’environnement (Randall et al. 2000), et d’autre part au niveau de la glande digestive, organe
accumulateur de métaux, c’est aussi un organe majeur dans la détoxification de ces derniers
(Marigomez et al. 2002; Moore et Allen, 2002). Les variations en fonction de la saison et du site

de prélévement des biomarqueurs retenus dans cette étude sont différentes d'un biomarqueur a



l'autre. Les résultats montrent en général, une induction des activités glutathion transférases et

une diminution des teneurs en glutathion qui différent d’un organe a un autre.

Ainsi, les teneurs les plus élevées sont enregistrées pendant I’hiver (décembre) et 1’été (aofit)
respectivement dans la station SB et BD (lieux de toutes sortes de rejet) et au niveau du port
coté Est (PE) a I’automne, par rapport a la station de référence EH. Nous avons remarqué que le

jour du prélévement estival, il y avait une importante marre d’hydrocarbure au niveau de (SB).

4.1 Glutathion Transférase

Les résultats permettent de mettre en évidence des variations saisonniéres marquées dans le sens
d'une augmentation des activités GST-CDNB (ANOVA significative a un seuil de risque
inférieur a p<0,0001) d’avril a décembre 2006, plus fortes dans les branchies de Perna perna
que dans la glande digestive. Les valeurs des activités GST sont comprises sur 1'ensemble des
sites durant toutes les saisons entre un minimum de 104,82 + 4,9 nmole/min/mg (site BD a
I’automne) et un maximum de 207,5 + 18,4 nmole/min/mg (site SB en hiver) au niveau
branchial ; alors que nous avons relevé des activités dans les glandes digestives comprises entre
un minimum de 100,72 + 14,9 nmole/min/mg (site PO a 1’automne) et un maximum de 181,0 +

19,2 nmole/min/mg au niveau du site SB en hiver. (Figure. 20 et Tableau. XV, en annexe 4).
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Figure 20 : Activités de la GST en nmoles/min/mg de protéines dans les branchies (Br) et les glandes digestives
(GD) de Perna perna prélevée aux différentes saisons des cinq sites de I’étude. ***différence significative
(p<0,0001) entre sites et saisons; **différences trés significatives (p<0,001) entre organes (n=8).

4.2 Glutathion Réduit

L’effet des saisons est également mis en évidence dans les variations des concentrations en
glutathion (GSH), et ce pour les deux tissus étudiés. En effet, si au printemps, les taux de GSH
sont les plus élevés dans la branchie, ce sont les glandes digestives qui présentent les niveaux les
plus forts a I’automne (voir figure 21 et Tableau XVI en annexe 4). Cependant, les défenses de
P. perna suivent une diminution significative (p<0,0001) du glutathion réduit en hiver dans les
deux organes. Des variations plus modestes des concentrations en GSH ont été observées, au
printemps au niveau de tous les sites ces derniéres n’étant pas significatives. Aucune variabilité
saisonnicre des taux de GSH réduit n’a été remarquée chez les organismes prélevés en automne.
D’autre part, les variations des teneurs du GSH en été sont significative aussi bien dans la

branchie (P< 0,002), que dans la glande digestive (P< 0,021), (détail en annexe 5).
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Figure 21 : Taux de glutathion en nmoles/mg de protéines dans les branchies (Br) et les glandes
digestives (GD) de Perna perna prélevée aux différentes saisons de cing sites de I’étude. ***différence
significative (p<<0,0001) entre sites et saisons (n==8).

En résumé, ’analyse de la variance a un facteur controlé (site) et a deux facteurs controlés
(organe et saison) du systéme de défense de Perna perna pour I’ensemble des sites révelent un
effet site et saison hautement significatif (p<0,0001) et un effet organe treés significatif (p<0,006),

le détail est donné en annexe 5.

4.3 Mesure du biomarqueur du stress général : survie a I’air

Pour chacun des sites nous avons pris 20 animaux que nous avons soumis a I’anoxie par
exposition a ’air a température constante (16 £ 1° C). La survie est contrélée quotidiennement.

Les symptomes de mort sont I’ouverture des valves et I’absence d’activité musculaire.

Le « stress on stress » s’exprime par le pourcentage moyen d’animaux morts ou le temps moyen
pour lequel 50% des animaux sont morts (TL50 : temps létal 50). L expérience a duré 10 jours.
La Figure 22 illustre les variations des TL50 des moules collectées au niveau des stations (PO,

PE, BD, SB et EH) en automnale 2006.



Les résultats obtenus indiquent que la réduction du temps de survie chez les mollusques testés est
fonction du degré de pollution et de la physiologie de ces derniers. En effet, le TL50 est réduit
chez les moules prélevées des sites qui regoivent les rejets urbains et industriels (TL50 de PO=
2,95 jours, PE = 3,46 jours, BD = 4 jours et SB = 3,38 jours) alors que le site dit de référence
enregistre un TL50= 5,75 jours. Cependant, il est a remarquer que c’est PO qui enregistre un
TL50 le plus faible, étant donné qu’en cette période de I’année, 1’automne, les rejets sont a leur
maximum. Ce TL50 est suivi de SB qui draine des rejets de toutes sortes de la ville. Cette
différences de sensibilité plus ou moins rapprochée entre sites pourrait étre due soit aux
conditions environnementales relativement similaires entre sites, soit a une faible sensibilité des
moules a la variation des parametres abiotiques de chaque milieu. Il est clair que 1’état général de

I’animal, étudié par la résistance a 1’anoxie varie avec la contamination du site.

La réponse au stress on stress s’avere étre une méthode originale qui peut étre utilisée comme

outil d’évaluation globale des contaminations coticres.
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Figure 22 : Comparaison des TL 50 des moules collectées au niveau de tous les sites de I’étude



CHAPITRE IV : EXPERIENCES DE LABORATOIRE

Les expériences in vivo permettent d’obtenir des effets précis en conditions contr6lées. Nous
avons donc contaminé en laboratoire les moules Perna perna par le cadmium ou le cuivre. Dans
ce travail, les concentrations en polluants choisies et ajoutées au milieu sont bien supérieures a
celle du milieu naturel, ce qui nous permet d’avoir des effets plus marquants (Chappie et Burton,

1997; Sasson-Brickson et Burton, 1991 ; Pereira et al. 2000).

Deux expériences in vivo ont été réalisées a deux saisons différentes, I’une en hiver, janvier 2006
et I’autre en été, aolit 2006. D’aprés Vaal et al. (1997a), la variabilité de réponse biologique est
liée aux conditions expérimentales, nous avons donc choisi d’utiliser des conditions

expérimentales similaires pour les deux saisons.

1. Influence des métaux sur la réponse biomarqueur

L’analyse des biomarqueurs a permis de montrer que les réponses étaient différentes en fonction
des conditions. La majeure partic des expériences menées en condition de laboratoire sont
effectuées le plus généralement en utilisant un seul polluant (Fournier et al. 2001; Boutet et al.
2002). Or, dans I’environnement, les animaux sont confrontés a des mélanges complexes de
polluants (Moore, 2002). Les expériences réalisées dans le cadre de ce travail ne se rapprochent
pas des conditions rencontrées par les moules dans le milieu, mais peuvent donner des
indications sur la contamination par les métaux et leur accumulation dans les tissus. Des

perspectives dans cet axe de travail peuvent étre envisagées.
1.1. Effet du cadmium sur les taux du GSH et I'activité de GST (expérience été)

Les teneurs en glutathion réduit (Figure.23) décroissent significativement (p<0,0001) en fonction
de la concentration en cadmium, avec des valeurs de 93,66 + 16,5 nmoles /mg protéines a 200 pg

Cd/L par rapport a 250,74 + 7,8 nmoles/mg protéines chez les témoins.

Les résultats de 1’activité de la GST, mesurée au niveau des branchies de P. perna (Figure. 24),

montrent une augmentation tres significative (détails en annexe 6) suivant la concentration en



cadmium du milieu, les niveaux sont de 190,97 £12,12 (a 50 ug Cd/1), 217,67 £45,7 (a 100 pg
Cd/l) et 232,19 £21,19 (a 200 pg Cd/l) nmoles/min/mg protéines par rapport aux témoins qui

présentent des valeurs de 182,22 + 27,39 nmoles/min/mg protéines.
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Figure 23 : Effet de I'exposition au cadmium sur la variation du taux de GSH (nmoles/mg protéines) dans
les branchies des moules exposées 7jours. * P=0.05; ** P<0.01;*** P <0.0001.n=5
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Figure 24 : Effet de I’exposition au cadmium sur I’activité de la GST (nmoles/min/mg protéines) dans les
branchies des moules exposées 7jours. * P = 0.05; **P <0.01.n= 5.



1.2. Effet du cuivre sur les taux du GSH et I'activité de GST (expérience été).

Chez les animaux exposés aux différentes concentrations de cuivre les réponses des
biomarqueurs révelent un profil de décroissance semblable mais plus marqué que celui observé
aprés ’exposition au cadmium. En effet, les teneurs en GSH indiquent une décroissance
significative (P< 0,0001) aux différentes concentrations de cuivre, particuliecrement a la plus
forte teneur en cuivre (25 pg Cu/l) marquant une baisse trés significative chez les animaux
exposés (71,92 + 4,11 nmoles/mg protéines) en comparaison des témoins (200,14 =+

32,5nmoles/mg protéines, en Figure. 25).

Aucune variation significative des activités GST n’est observée avec les deux premicres
concentrations de cuivre (10pg/l et 15ug/l) par rapport aux témoins (détail en annexe 6),
cependant, on note une diminution tres significative de la GST a la plus forte concentration du

metal administrée dans le milieu (Figure. 26).
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Figure 25 : Effet de I’exposition au cuivre sur la variation du taux de GSH (nmoles/mg protéines) dans
les branchies des moules exposées pendant 7jours. *P < 0.01; **P < 0.001; ***P <0.0001. n = 5 dans
chaque cas.
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Figure 26 : Effet de I’exposition au cuivre sur I’activité de la GST (nmoles/min/mg protéines) dans les
branchies des moules exposées pendant 7jours. **P <0.001. n = 5 dans chaque cas.

1.3. Effet du cadmium sur les taux du GSH et I’activité GST (expérience hiver)

L’exposition des moules a des doses croissantes de cadmium, lors de 1’expérience réalisée en
hiver, induit des modifications de la teneur en GSH, mesurées dans les branchies. Nous notons,
en effet que les teneurs en GSH sont diminuées quand la concentration en cadmium du milieu
augmente (34,46 + 2,8 nmoles /mg protéines. a 200 ug Cd/I par rapport au témoin 81,62 + 6,4
nmoles/mg protéines, en Figure.27 et cet effet dose-réponse est caractérisé par une relation

linéaire négative avec une excellente corrélation (r* = 0,9659 ; Figure. 28).

Par ailleurs, I’activité de la GST (en Figure. 28, statistique en annexe 7) augmente avec
I’augmentation de la dose de cadmium dans le milieu (149.014 4.6 nmoles/min/mg protéines) a
200pg Cd/l par rapport au témoin qui présente une activité GST de (91.87 + 6.66 nmoles/min/mg
protéines); L’analyse statistique fait apparaitre 1’existence de différences significatives a tres
significatives de I’activit¢ GST mesurée dans les branchies de moules exposées a 50, 100 et 200

ng Cd/l respectivement avec une excellente corrélation (r* = 0,9974, Figure 29).
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Figure 27 : Effet de I’exposition au cadmium sur la variation du taux de GSH (nmoles/mg protéines)
dans les branchies des moules exposées pendant 7jours. **P < 0.01; ***P <0.001. n= 5.
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Figure 28 : Effet de I’exposition au cadmium sur ’activité¢ de la GST (nmoles/min/mg protéines) dans les branchies
des moules exposées pendant 7jours. **P <0.001 ; ***P <0.0001.
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Figure 29 : Différentes droites de régression reliant les biomarqueurs et les concentrations de cadmium
testées dans 1’expérience



2. Bioaccumulation des métaux

2.1Accumulation du cadmium (expérience d’été)

Les concentrations dans la chaire molle totale de Perna perna, apreés une semaine d’exposition,
sont représentées dans le Tableau. XVIII. Les résultats montrent une accumulation significative
en fonction des concentrations ajoutées au milieu, et ce jusqu’a 100ug Cd/1 (25,51 + 13,24 ng/g)
par rapport au témoin (0,72 + 0,28 pg/g). Ces résultats coincident avec la diminution
significative du GSH et I’induction de la GST (Figure. 30, statistique en annexe 8). Les animaux
intoxiqués par le cadmium en été, présentent une accumulation trés faible du cuivre,
contrairement au zinc dont la concentration augmente a la premiére dose de Cd testée (50ug

Cd/l) pour diminuer ensuite.

Tableau XVIII : Concentration en métaux in toto (exprimées en poids sec) chez Perna perna
aprés 7 jours d’exposition en été au Cd.

Condition n Cd (ng/g p-s) Cu (pg/g p.s) Zn (ug/g p.s)
Témoin 5 0,72+0,28 4,07 +0,42 140,08+ 57,0
(+)50pgCd/L |5 8,89 + 3,26 4,63+1,53 |228,39+56,3
(+) 100pgcd/L |5 25,5 + 13,24 3,96+0,28 | 192,58 + 107

(+) 2000pg Cd/L | 5 5,87 + 1,00 4,53 +2,48 65,59 + 13,87
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Figure 30 : Bioaccumulation du cadmium en été et sa relation avec les teneurs en GSH et les activités
GST

2.2. Accumulation du cuivre en été

L’expérience de contamination par le cuivre par contre, révele une trés faible accumulation qui
tend a augmenter a partir de 15ug Cu /1 (3,79 + 2,09 ng/g), pour atteindre des concentrations de
4,44 + 1,20pg/g a la plus forte concentration de 25pug Cu/l, et qui correspond au méme
pourcentage (37%) de GSH a 200ug Cd /I en figure 34. Les résultats sont donnés dans le
Tableau. XIX et dans la figure 31.

Tableau XIX : Résultats de I’accumulation du cuivre in toto (exprimées en poids sec) chez
Perna perna aprés 7 jours d’exposition en été au Cu.

Condition n Cu (pg/g p.s)
Témoin 5 2,08 £ 0,67
(+) 10pg Cu/L 5 2,03+0,75
(+) 15pg Cu/L 5 3,79 +2,09
(+) 25pg Cu/L 5 4,44 +1,20
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Figure 31 : Bioaccumulation du cuivre en été et sa relation avec les teneurs en GSH et les activités GST

2.3 Accumulation du cadmium en hiver

Ainsi, le cadmium, mesuré dans la chaire totale des bivalves (Tableau. XX), est
significativement accumulé (ANOVA significative p<0.0001) par rapport aux témoins (0.62 pg

Cd/g de poids sec) en fonction de la concentration ajoutée au milieu jusqu’a 200 pg Cd/l1 (81.3

ng Cd/g).

Tableau XX: Concentration en métaux in toto (exprimées en poids sec) chez Perna perna aprés
7 jours d’exposition au Cd pendant 1’hiver

Condition | Cadmium pg/g Cuivre pg/g Zinc ug/g
Témoins 0,62+0,06 a 5,06 +0,95 a 228 +54 a
50 pg/L 13,6+ 3,96 b 4,13£0,35 b 277 £69 ab
100 pg/L 36,1+ 6,29 ¢ 3,73+0,55 b 33024 b
200 pg/L 81,3+10,71 d 3,26+0,38 b 324+46 b

(Les lettres différentes montrent les différences significatives a p< 0.05 entre les différentes conditions pour un méme métal).

L’accumulation de ce métal croit linéairement pendant les 7 jours d’expérience (Figure.33)

suivant une relation : [Cd dans Perna perna] = 0.4116 [Cd milieu] — 2.882 (r* = 0.9564 ; n = 20).



Les concentrations de cuivre analysées chez les animaux contaminés par le cadmium varient
significativement (ANOVA significative a p<0.0025), les animaux contaminés par le cadmium
ont des concentrations en cuivre significativement inférieures a celles des témoins. En revanche,
les concentrations en zinc augmentent significativement (ANOVA a p<0.0191) a partir de 100
pug Cd/L. Ces observations indiquent bien qu’il y a eu accumulation du cadmium par les moules

avec des différences hautement significatives en fonction de la quantité administrée.
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Figure 32 : Bioaccumulation du cadmium en hiver et sa relation avec les teneurs
en GSH et les activités GST

Dans le cas précis de I’accumulation du cadmium lors de 1’expérience de I’hiver, les résultats
révelent une accumulation du métal qui coincide parfaitement avec I’augmentation des activités
GST et la diminution des teneurs en GSH, selon une relation dose réponse qui influence les

systémes de défense de 1’animal (Figure. 32).

En comparant I’expérience de I’été avec celle réalisée en hiver, les résultats indiquent que

I’accumulation des métaux est plus forte en hiver qu’en été.
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Figure 33 : Accumulation du Cadmium en été et en hiver
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DISCUSSION

La démarche, mise en ceuvre dans le cadre du programme national de biosurveillance de la
qualité des eaux du golfe d’Annaba, a ét¢ de coupler 1’analyse des biomarqueurs a celle du suivi
de la contamination cotiére par les métaux, au moyen du bivalve du genre Perna perna
consommé par la population locale, afin d’évaluer la qualité des milieux naturels de notre golfe,
soumis a des activités anthropiques. Dans ce dernier chapitre nous nous proposons de procéder a
une discussion générale des principaux résultats obtenus dans notre travail, dont une partie a trait

aux travaux in Situ et une deuxiéme partie a des expériences de laboratoire.

Parameétres biométriques

L’analyse des variations des relations entre les paramétres de croissance et les paramétres
environnementaux permet I’estimation des variations liées a la situation géographique. Nous
constatons par exemple que le poids humide moyen des bivalves récoltés sur le site El Hnaya est
beaucoup plus important par rapport a celui des autres sites. Cependant cette différence est moins
marquée au niveau des oueds Seybouse et Bedjima, surtout en hiver et en été. La combinaison de
plusieurs facteurs tels que la température et la disponibilit¢é en nourriture causeraient des
différences spatio-temporelles importantes selon les sites. En effet, les changements saisonniers
du poids de chair résultent du stockage et de 1’utilisation des réserves liées a la disponibilité
nutritive, qui est remarquable par exemple au printemps avec des valeurs élevées, pratiquement

au niveau de tous les sites de 1’¢étude (Casas et Bacher, 2006).

En général, la croissance est caractérisée par une augmentation de la taille et du poids en
fonction du temps et des variables environnementales. Cependant, chez les mollusques bivalves,
et en particulier chez les moules, les processus liés a la reproduction perturbent ce schéma par
une accumulation temporaire de réserves importantes qui sont ensuite converties en gametes puis
expulsées lors de la ponte, occasionnant une perte brutale de poids (Lubet et al. 1981).

Ces différentes étapes du cycle biologique de la moule sont observables sur les deux sites :
Bedjima (BD) et le Port Ouest (PO). Cette période est suivie d’un fort ralentissement du poids en
automne sur le site PO alors qu’au niveau de I’oued BD une forte reprise est observée. Ainsi, a
certaines périodes, les cycles reproductifs dominent les saisonnalités. Dans la littérature, le cycle

de reproduction des moules est interprété différemment par les auteurs. Pour Lubet et al. (1986)



le facteur essentiel serait la nutrition qui permet un bon équilibre entre les réserves qui

conditionnent les variations du poids et les besoins énergétiques du cycle sexuel.

Dans notre étude, on assiste a des fluctuations du poids moyen des moules au printemps et a
I’automne. Certains auteurs, Idhalla et al. (1997) ; Dridi et al. (2006) traduisent ces changements
par des périodes de restructuration de la gonade suivies de ponte, ces résultats coincident avec la
diminution de I’indice de condition qui devrait étre élevé en cette saison (printemps), ces
différences peuvent étre expliquées par un détournement du métabolisme au profit des

événements sexuels (Bouhaima, 2000).

Certains auteurs (Abda-Boudjema et al. 1984 ; Lasiak, 1986; Lasiak et Barnard, 1995; Mc Quaid
et M. Lawrie, 2005) indiquent que les périodes de pontes chez P. perna sont tres variables d’un
mois & un autre, d’une année a une autre et en fonction de la situation géographique de l'espéce,
et qu’il est difficile dans certains des cas de définir avec exactitude ces périodes.

Il peut arriver que Perna perna présente trois périodes de ponte, dont I'une en automne, qui
coinciderait avec la chute de la température des eaux, une seconde printaniére en rapport avec
I’augmentation de la température de I’eau de mer et enfin une ponte facultative en été (Lubet et
Bourcart, 1963 ; Shafee, 1978 ; Benbrahim, 1982 ; Djediat et Boukroufa, 1990), respectivement
pour M. galloprovincialis, P. viridis (=P. perna), P. picta (=P. perna) et P. perna. Ceci pourrait

avoir des répercussions sur la vitesse des différentes prises de poids.

Croissance relative et pondérale

Les données, obtenues a partir des mesures de la taille de la coquille, ont été employées pour
déterminer des rapports morphométriques des axes de croissance en longueur, en largeur et en
épaisseur. Ces mesures ont subi une transformation logarithmique. Pour les rapports
allométriques, nous avons utilisé les tests de régression linéaire pour 1’obtention d’équations
descriptives de type Y = a L" et la qualité de 1’ajustement a été évaluée par le coefficient de

corrélation (r).

Des relations allométriques significatives ont été mises en évidence pour tous les parametres
linéaires mesurés sur 1’ensemble des sites de 1’étude, témoignant d’une corrélation significative

entre la longueur et la largeur, ainsi que la longueur et I’épaisseur de la coquille.



Les valeurs de b, calculées pour P. perna du golfe d’Annaba, montrent qu’il s’agit d’une
croissance plus rapide en longueur qu’en largeur et/ou en épaisseur. Le méme type de croissance
a été remarqué par de nombreux auteurs comme Burgeot et Galgani, (1998), Grangnery,
(2001) qui ont ¢étudié la croissance de moules et d’huitres en élevage. Ils montrent que la
croissance en longueur serait en relation avec les variations des facteurs abiotiques tels que la
température, 1’habitat pélagique et benthique et des facteurs biotiques tels que 1’age, le sexe ou
encore le stade de maturité des gonades. Ce qui explique la forme allongée de la coquille selon
I’axe antéropostérieur. Les différents caractéres métriques, mesurés chez la moule Perna perna,

présentent des variations saisonnieres.

Quelle que soit la période de I’année considérée, les relations allométriques reliant la masse

pondérale du bivalve a la longueur de la coquille se sont révélées significatives.

Les relations qui relient la variable pondérale du bivalve a la longueur de la coquille (considérée
comme taille de référence) indiquent, qu’au cours de la phase d’activité sexuelle, les variations
interindividuelles sont importantes. Elles sont probablement générées par des changements
d’ordre physiologique en rapport avec la gamétogenése et 1’émission des gamétes (Dridi et al.
2008). Roméo et al. (1993) explique chez le mollusque les valeurs de b par les fluctuations
mensuelles de I’état physiologique de 1’animal. Cette situation fait apparaitre une corrélation
significative (r =0,81) entre les deux variables étudiées. Par ailleurs, le coefficient d’allométrie b
montre une valeur inférieure a 3 pour tous les mode¢les liant la longueur au poids. Il s’agit donc
d’une allométrie minorante dans sa tendance générale. Nous supposons que la vitesse de

croissance en longueur est plus rapide que la vitesse de la croissance pondérale.

Plusieurs facteurs influencent la vitesse de croissance linéaire et pondérale chez les bivalves tel
que 1’état physique et nutritionnel du milieu (Askew, 1972; Utting, 1986) en plus des paramétres
physiologiques (Bayne et al. 1999) et génétiques des bivalves (Newkirk, 1980; Hedgecock et al.
1996). Urrutia et al. (1999) ont montré qu’en présence d’un milieu trophique riche, le surplus
d’énergie peut étre partagé a la fois entre la croissance somatique des tissus et le développement
gonadique du bivalve. Lubet (1991) a précisé que la croissance pondérale est influencée, entre
autres facteurs, par la température qui a une action directe sur la cinétique de la gamétogencese
dont la résultante est la compétition entre les compartiments somatiques et germinaux induisant

ainsi une croissance pondérale importante. Cet auteur a aussi montré que la température agit sur



la croissance indirectement en agissant sur la productivité primaire du milieu et la disponibilité
de la nourriture et, par conséquent, sur la nutrition du bivalve. Selon Tocher et Harvie (1988);
Whyte et al. (1990), la croissance pondérale résulte de 1’accumulation des lipides en quantité
absolue dans les tissus des bivalves, engendrée par le processus de gamétogenése,

essentiellement chez les femelles.

Indice de condition

Chez les bivalves cotiers, 1’indice de condition est essentiellement lié a la maturation sexuelle.
Les variations saisonnieéres moyennes de I’indice de condition chez Perna perna apparaissent
¢levées en hiver, et moyennement élevées au printemps. Selon Roméo et al. (2001) les variations
de cet indice seraient associées a la température de I’eau. Une autre hypothése d’apres Ansell et
Lagardére (1980), serait que 1’indice de condition peut présenter des variations liées a la présence
d’eau plus ou moins importante dans la coquille, pouvant modifier le poids humide de la chair et
par conséquent celui de I’indice. La diminution de I’indice entre avril et octobre coincide avec
les périodes d’émission de gametes (Lasiak, 1986 ; Lasiak et Barnard, 1995; Mc Quaid et
M. Lawrie, 2005). Ces mémes auteurs indiquent que les périodes de pontes chez P. perna sont
trés variables. D’autres auteurs comme Dorange et al. (1989), Paulet et al. (1992), Barillg,
(1996) expliquent la baisse de cet indice soit par les conditions trophiques soit par un

amaigrissement suite a une ponte.

Etude du Stress on stress

En pratique, il a ét¢ démontré qu'un organisme, évoluant dans des eaux polluées, est sujet a un
syndrome de stress qu'il est possible d'identifier par une méthode permettant une évaluation
globale de la santé des organismes, sans indiquer le type de contaminant présent dans le milieu

marin. Cet indicateur biologique non spécifique est nommé : Stress on Stress ou survie a ’air.

Dans cette partie, nous discutons les résultats du stress on stress qui a consisté a superposer deux
types de stress sur des mollusques bivalves prélevés en mer, en différents sites du golfe au stress
que subissaient déja les animaux dans leur milieu naturel si celui-ci était pollué, on ajoute un
deuxieme facteur perturbant en les plagant en situation d'anoxie, par mise a l'air libre en

laboratoire, en température contrdlée.

La comparaison des taux de mortalité et la réduction du temps de survie chez les mollusques
testés, est fonction du degré de pollution des différents sites de provenance des animaux,

puisqu’en fin d'expérience, il apparait clairement que les animaux témoins ont mieux résisté a la



mise a l'air libre que leurs congénéres contaminés, ou 100% de mortalité ne sont atteints qu’apres

10 jours d’anoxie. Le TL50 sont réduits chez les moules prélevées dans les sites perturbés.

La réponse au stress est donc un processus adaptatif permettant de maintenir 1’homéostasie de
I’organisme face a une situation défavorable (Chrousos et Gold, 1992), mais elle peut laisser
I’organisme entiérement vulnérable a d’éventuels parasites et pathogénes (Lacoste et al. 2001b).
Cette réponse dépendra des fonctions physiologiques de 1’animal & générer une contre-réaction
qui le protége d’une situation disproportionnée, qui peut conduire a la mort, si 1’organisme
n’arrive pas a rétablir son équilibre, De Almeida (2004), décrit dans ses travaux que I’exposition

de Perna perna 24 h a I’air libre, a perturbé¢ les systemes de défenses de I’animal.

Dans notre étude, le temps de survie du TL50 chez P. perna varie entre 2,95 et 5,75 jours ; nos

résultats sembleraient en accord avec les données de la littérature,

Ainsi, par exemple Smaal et al. (1991) trouvent un temps de survie a l'air de la moule bleue
variant entre 5,5 et 8 jours pour les sites les plus et les moins contaminés. Veldhuizen-Tsoerkan
et al. (1991) comparant le temps de survie a 1’air, aprés avoir exposé des moules a 3 et 6 mois au
cadmium et au PCBg_ trouvent un TL50 entre 9 et 12,5j. Les études de Viarengo et al. (1995),
indiquent un TL50 compris entre 3,7 et 7j chez M. galloprovincialis exposées 6 jours a 0 et 1,2
uM de cuivre. Des résultats obtenus sur des sites de la Baie d’Agadir (Banaoui et al. 2004)
indiquent des TL50 plus réduits chez Perna perna prélevée dans le site qui regoit des rejets

industriels (TL50 = 4,7j) que ceux loin de toutes activités anthropiques (TL50 = 9j).

Les résultats permettent de classer nos sites en fonction du leur degré de pollution, du moins vers

le plus pollu¢ : EH< BD< PE< PO< SB.

En conclusion, les faibles temps de survie observés chez les animaux provenant de sites pollués,
ne sont qu'une conséquence de l'effet de la contamination par les différents polluants présents
dans le milieu. Nous pouvons déduire que la réponse au test stress on stress peut étre utilisée
comme outil pour 1'évaluation de 1'état général de santé des écosystémes cotiers. De plus, en
raison de la simplicité de sa mise en ceuvre, ce test s'aveére étre une méthode originale, d'une
extréme facilité de mise en place dans la mesure ou elle ne nécessite pas de moyens sophistiqués.
Il pourrait étre intégré en routine dans les programmes de surveillance. Par ailleurs, la moule

africaine Perna perna s’avére un bon mode¢le pour son utilisation.



Accumulation des métaux chez Perna perna

Dans cette partie, sont analysés les résultats obtenus lors des expérimentations terrain ou nous
avons recherché : La présence de polluants (métaux) dans les tissus, que I’on appelle aussi la dose
interne, qui renseigne sur la qualité¢ du milieu et la biodisponibilité¢ des molécules polluantes pour
les animaux. Ce parametre, a été le premier et souvent le seul dans les études d’analyse de la
pollution.

En régle générale, tous les métaux analysés ont montré des fluctuations saisonnicres. Les
concentrations de Cd affichent des valeurs élevées au niveau du site BD et SB. En effet, ces deux
oueds traversent des terres agricoles, et drainent des quantités importantes de polluants, d’origine
domestique, agricole et industrielle, en particulier 1’usine FERTIAL (pesticides et ammoniac) et
El Hadjar qui est le siége de I'usine sidérurgique qui se jettent ensuite dans la mer, sans aucun
traitement au préalable. Nous constatons également, que ces teneurs sont élevées surtout en hiver
et au printemps. Le cuivre et le zinc sont des éléments essentiels indispensables a certaines
fonctions physiologiques et a certains mécanismes biochimiques cellulaires, mais sont toxiques a
forte dose. Nous avons noté, une nette contamination de tous les sites d’étude par le cuivre avec
des valeurs plus ou moins ¢levées enregistrées en €té et au printemps. Les mesures de zinc ont
permis de constater une pollution par ce métal exceptionnellement en hiver, dans quatre sites :

Les deux ports (PO et PE), Bedjima (BD) et El Hnaya (EH).

Les valeurs moyennes enregistrées révelent un ordre décroisant Zn< Cu< Cd, ce méme résultat
est signalé dans les travaux de Beldi, (2006) dans les tissus d’un organisme mollusque bivalve,
Donax trunculus au niveau du site Sidi Salem, non loin de notre site Seybouse. Moukrim, et al.
(2000) observent également une forte concentration en zinc au niveau du manteau de Perna
perna. Les teneurs en métaux analysées chez la moule Perna perna révelent un effet saison
significatif pour les trois métaux. Des travaux antérieurs ont mis en évidence I’importance du
complexe industriel FERTIAL dans 1’émission de divers rejets dans 1’atmosphére et dans 1’eau du
golfe d’Annaba (Semadi et Deruelle, 1993). De plus, divers métaux lourds (zinc, fer, et cuivre)
ont été détectés dans les sédiments du golfe (Abdenour et al. 2000). Deradji et al. (2005)
rapportent que de fortes concentrations en métaux lourds dissous surtout le Cu, Zn et Cd dans
I’oued Seybouse a proximité de la zone industrielle. De plus, le cuivre et le zinc sont utilisés

comme fertilisants dans les terres agricoles.



Une telle contamination par les métaux lourds peut causer des accumulations le long de la chaine
alimentaire. L importance de la voie trophique dans la contamination des moules marines a été
mise en évidence (Casas, 2005).

Des variations saisonnicres similaires des teneurs en métaux traces ont été observées chez
diverses especes de mollusques filtreurs:Pecten maximus, Chlamys opercularis, M. edulis, M.
galloprovincialis, M. californianus, C. gigas, C. virginica (Bryan, 1973 ; Phillips, 1976 ; Majori
et al. 1978; Boyden et Phillips, 1981 ; Ritz et al. 1982 ; Farrington et al. 1983 ; Metayer et al.
1985 ; Usero, 2005). Diverses causes peuvent étre avancées pour expliquer ce phénomeéne tel que
la biodisponibilit¢ des métaux avec en paralléle le role que peuvent jouer a ce niveau les
variations des paramétres physico-chimiques du milieu (pH, salinité, température, teneur en
M.E.S.) associés aux processus physiologiques propres a l'espece. La disponibilité de la
nourriture ou variations du métabolisme au cours du cycle de reproduction sont parmi les
principales causes de ce phénoméne (Bryan, 1973 ; Cossa et al. 1980 ; Goldberg et al. 1983 ;
Amiard, 1988).

La plupart des auteurs reconnaissent I'existence d'un maximum hivernal et d'un minimum estival
des concentrations métalliques chez la moule, en particulier pour le zinc (Majori et al. 1978 ;
N.A.S. 1980 ; Goldberg et al. 1983 ; Popham et D’Auria, 1983 ; Metayer et al. 1985). Nos
résultats semblent avoir le méme profil évolutif.

La majorité des éléments analysés chez la moule Perna perna présentent des fluctuations
saisonnieres marquées dans le sens d’un maximum printanier/hivernal et un minimum
automnal/estival, dont les résultats seraient probablement dus aux rejets industriels et urbains trés
chargés en mati¢re organique, support privilégi¢ des métaux engendrant la formation de
complexes organométalliques plus ou moins stables, a ceci s’ajoutent les apports de métaux
particulaires occasionnées dans I'eau de mer par le ruissellement accru survenant pendant I'hiver
Fowler et Oregioni (1976). Dans I’environnement marin, les zones littorales proches d’estuaires

ou de riviéres sont soumises a une contamination anthropique périodique par les métaux lourds.

Les travaux de Tabhiri et al. (2005) chez M. galloprovincialis récoltées au niveau de 1’estuaire de

Bouregreg au Maroc, réveélent une contamination polymétallique plus importante en hiver qu’en
été, principalement pour le Cd, Cr, le Pb et le Zn. Plusieurs travaux (Fowler et Oregioni 1976;
Popham et D’Auria, 1982) ont montré chez Mytilus edulis des concentrations métalliques plus
¢levées en hiver qu’en ¢été. D’autres auteurs ont observé les teneurs les plus fortes plutot au

printemps et les plus faibles en automne (Radenac et al. 1997) chez le méme mollusque. Les



variations des résultats entre les différents auteurs pourraient étre liées a la biologie des bivalves.
La bioaccumulation des métaux chez les bivalves a fait preuve de variations interspécifiques et
intra spécifiques (Amiard-Triquet et Caurant, 1994) dues probablement aux : Facteurs
biologiques tels que I’intensité du stockage des maticres de réserves qui fluctue saisonnierement
pour des raisons principalement physiologiques et 1’age ou/et Facteurs environnementaux tels
que la température, la salinité et les éléments nutritifs. La période hivernale est souvent
accompagnée d’un apport en ¢€léments nutritifs qui pourraient conduire a une richesse en
phytoplancton éventuellement contaminé par les métaux relargués par les sédiments et ceux issus
des rejets industriels. Cette matieére disponible pendant la période de stockage pourrait étre a

I’origine de I’augmentation des teneurs en hiver chez la moule (Le Mao, 1994).

Dans notre étude, les deux sites portuaires présentent des concentrations relativement élevées en
cuivre pendant I’été, par rapport aux médianes nationales frangaises données par le Réseau
National d’Observation Ifremer, du fait de l'utilisation massive de peinture "anti-salissures" a

base de cuivre pour I’entretien des bateaux de péche.

Le cadmium, est classé parmi les métaux non essentiels, cependant Price et Morel (1990) ont
montré que dans les milieux pauvres en zinc, le cadmium est susceptible de remplacer ce métal
essentiel dans les macromolécules biologiques et, de ce fait, laisserait supposer que ce métal
interviendrait dans certains roles physiologiques en se substituant au zinc au niveau des
structures cellulaires et/ou des enzymes (Viarengo et al. 1993). Des études sur 1’accumulation du
cadmium chez les bivalves marins ont montré la relation qui existe entre 1’accumulation de
cadmium dans I’organisme et sa concentration dans le milieu (Erk et al. 2005). La
bioaccumulation dépend aussi, donc de la biodisponibilit¢ chimique des contaminants. Différentes
é¢tudes au Cemagref ont permis d’avancer sur ce sujet et ont montré que les conditions
biogéochimiques du milieu influencent la biodisponibilité des contaminants dissous (Gourlay et al.

2003, Tusseau-Vuillemin et al. 2004).

En conclusion, les divers biotopes aquatiques du golfe d’Annaba sont exposés a une forte
contamination par des xénobiotiques apportés par voie atmosphérique et via les eaux usées riches
en déchets d’origine domestique, industrielle et agricole. En conséquence, la contamination de la
faune aquatique est inévitable et la capacit¢ de bioaccumulation des micropolluants par ces

organismes rend compte de la qualité des eaux et du niveau de pollution de plus en plus élevé.



D’aprés d’antécédents travaux effectués sur le golfe d’Annaba, Sifi et al. (2005) suggéerent que le

niveau de pollution a augmenté au cours de ces deux dernicres années.
Biomarqueurs

Seront discutés dans cette partie, les expérimentations de terrain, ou les réponses des
biomarqueurs, qui ont fait I’objet d’un suivi saisonnier, ont ét¢ mesurées dans la branchie et dans
la glande digestive de Perna perna. Sur I’ensemble des résultats, I’effet des saisons et du site de

prélévement est significativement mis en évidence.

Les résultats obtenus, montrent des variations saisonnicres, et ce pour les deux tissus étudiés. De
nombreux travaux décrivent des modifications d’activités en liaison avec la saison pour d’autres
enzymes antioxydantes chez les bivalves marins M. galloprovincialis (Viarengo et al.1991), M.
edulis (Power et Sheehan, 1996) et le bivalve d’eau douce C. fluminea (Vidal et al. 2002b).
D’autre part, Livingstone et al. (1993) ont observé que les enzymes de détoxication de la phase I
de Mytilus edulis, sont induites par des paramétres saisonniers indépendants de la présence de
contaminants dans leur milieu de vie.

Les résultats de terrain révélent des taux de glutathion réduit qui décroissent surtout en hiver et
en été. Cette variation étant plus marquée dans la glande digestive que dans les branchies. Cette
différence de réponse inter organes a déja été observée par Cossu et al. (2000), en faveur de la
glande digestive a la méme saison, cette dernicre, est connue pour étre 1’organe majeur dans la
détoxification des métaux (Marigomez et al. 2002; Moore et Allen, 2002). En ce qui concerne la
spécificité du tissu dans le phénoméne d’accumulation, Irato et al. (2003) remarquent que les
concentrations en Cd sont plus fortes dans les glandes digestives que dans les branchies de

Mytilus galloprovincialis récoltées dans la lagune de Venise.

Dans nos travaux, I’effet des saisons est bien mis en évidence. En effet, si au printemps les taux
de GSH sont les plus ¢élevés dans la branchie, ce sont les glandes digestives qui présentent les
niveaux les plus forts a I’automne, ces variations ne sont malheureusement pas significatives, les
seuls résultats vraiment significatifs sont ceux obtenus en hiver, au niveau d’une part du port
coté Est et d’autre part au niveau des deux oueds Seybouse et Bedjima, qui sont soumis a de
nombreux rejets permanents d’origine urbaine et industrielle et portuaires. Au cours de cette

saison, les crues et les averses entrainent une augmentation du débit et par conséquent celle de la



turbulence du milieu suite a une remise en suspension des matériaux fins, pouvant étre a
I’origine d’une contamination métallique.

Des concentrations en métaux lourds relativement élevées ont été obtenues dans les tissus de D.
trunculus (Beldi et al. 2006) au niveau de Sidi Salem, site non loin de I’Oued Seybouse. Ces
résultats seraient a rapprocher de ceux rapportés par Abbes et al. (2003) qui trouvent une
inhibition de 1’acétylcholinestérase (AChE) chez la méme espece, ce qui prouverait 1’effet de
polluants de type pesticides ou métalliques. En effet récemment, plusieurs études ont suggéré
que I’inhibition de I’AChE pourrait étre un indicateur d’une contamination par les métaux lourds
chez les organismes marins (Sokolova et al. 2005). D’autre part, Cossu-Leguille et al. (1999)
rapportent que chez le mollusque d’eau douce Unio tumidus, exposé a des polluants
(hydrocarbures aromatiques polycycliques et métaux), la diminution du glutathion est associée a
celle des activités enzymatiques de la glutathion peroxydase dépendant du sélénium et de la
glutathion réductase, témoignant d’une déficience de la défense anti-oxydante. Ces auteurs
suggerent que ces parametres (dont la diminution du glutathion) soient considérés comme des

biomarqueurs de dommage.

Contrairement aux variations des teneurs en GSH, les activités GST sont plus marquées dans les
branchies. Un maximum d’activité est noté au printemps contre un minimum en été. Nos
résultats semblent en accord avec les travaux de Deviller et al. (2005), qui montrent dans une
étude de biosurveillance des différences d’activité de la GST en fonction de la saison, ou les
activités maximales étant en mars avril, alors que les plus faibles sont en juillet aolt. Les
altérations du taux et/ou de I’activité des enzymes de biotransformation sont les plus sensibles
biomarqueurs d’effet (Van der Oost et al. 2003). Ces enzymes peuvent étre inhibés ou activés
lors d’une exposition a un xénobiotique qui s’avere tres fiables chez les mollusques (Cajaraville

et al. 2000).

En comparaison avec le site de référence, I’augmentation saisonniére de la GST, obtenues au

cours de notre étude, se traduit par une forte activité de détoxification des bivalves qui serait en

rapport avec leur niveau d’exposition a la pollution, ainsi que probablement a la dynamique des
marées qui pourrait avoir une influence prépondérante sur la qualité et la gestion de la charge
polluante qui transite par les estuaires avant d’étre évacuée dans la mer. Des résultats similaires
ont été obtenus au niveau de Sidi Salem, chez D. trunculus (Abbes et al. 2003). Une
augmentation saisonniére de la GST a été ¢galement signalée chez Ruditapes decussatus (Hoarau

et al. 2001) et Pecten maximus (Le Pennec et Le Pennec, 2003) en fonction de la saison. Ou



encore, les travaux de Funes et al. (2006) qui montrent une augmentation de I’activité GST

suivant un gradient de pollution métallique en fonction de la saison.

Variation du GSH et du GST en fonction des apports anthropiques

Les réponses antioxydantes observées chez P. perna du golfe d’ Annaba, peuvent étre influencées
par d’autres facteurs tels que les apports anthropiques. En effet, les résultats obtenus montrent
des variations saisonniéres des deux biomarqueurs (GSH et GST), principalement au niveau de
I’oued Seybouse ou un maximum d’activité GST est enregistré en hiver, et ce aussi bien dans la

glande que dans les branchies et en été au niveau des branchies.

Une importante marre d’hydrocarbure a été notée a la sortie de I’oued Seybouse a cette période
la. De plus cet oued se trouve soumis a de nombreux rejets permanents d’origine urbaine et
surtout industrielle, auxquels s’ajoutent ceux du complexe d’engrais chimique, ainsi que ceux
dus a Pactivité agricole pratiquée sur ses rives (résidus d’engrais et de produits phytosanitaires)
qui en font de véritables égouts a ciel ouvert (Mebarki, 1996), le tout transitant par 1’estuaire
avant €tre évacué¢ dans la mer. Toute cette charge polluante perturbe 1’état physiologique des
animaux et peut avoir une influence sur leur systéme antioxydant. L’analyse des métaux dans la
chaire des moules, prélevées dans les deux ports, a révélé une contamination importante en
cuivre et également en zinc. Le port d’Annaba est un port de commerce et de transit situé a
I’intérieur de la ville, de ce fait les eaux usées domestiques et industrielles, ainsi que les eaux
pluviales se déversent dans les bassins portuaires sans aucun traitement, entrainant une pollution

croissante au rythme du développement urbain.

Les expériences au laboratoire

Dans cette derniére partie nous discuterons simultanément les résultats des expériences effectuées
avec des moules prélevées d’abord en été ensuite en hiver, et ou Perna perna a été exposée a

différentes concentrations de cadmium et de cuivre.



Effet de I’exposition au Cd et au Cu sur la variation des biomarqueurs

Les traits communs a 1’exposition de Perna perna au cadmium et au cuivre sont la diminution
significative des niveaux de glutathion dans les branchies conduisant a une inhibition probable
de la synthése du glutathion, ainsi qu’une stimulation de 1’activité de la GST. Les glutathion
transférase participent dans les mécanismes antioxydants, et certains de ces isoformes ont un réle
assez significatif dans la détoxication des radicaux oxygénés et la diminution de la peroxydation

lipidique (Cossu et al. 1997 ; Jensson et al. 1986).

Dans le cas de notre travail, I’exposition de P. perna réalisée avec des moules prélevées en été et
exposées au cadmium et au cuivre a provoqué une diminution des taux de GSH.
Une telle diminution du glutathion en présence de métaux a été constatée chez la moule Mytilus

galloprovincialis exposée au cuivre et au mercure par Canesi et al. (1999).

Discussion sur I’exposition au cadmium et la teneur en GSH et I’activité GST

Les travaux de Silvestre (2005) sur le crabe chinois soutiennent I’hypothése selon laquelle la
toxicité du Cd envers les branchies antérieures serait liée a 1’induction du stress oxydant ainsi
qu’a la liaison (oxydation) du Cd avec les ponts disulfures de protéines affectant leur
conformation tridimensionnelle.

Dans notre étude, I’accumulation significative du cadmium chez les animaux exposés est
associée a la diminution des teneurs en GSH et a ’augmentation des GST. Des travaux (Prakash
et Rao, 1995 ; Brouwer et Brouwer, 1998 ; Geret et al. 2002) ont montré, chez Perna viridis
exposée durant sept jours au cadmium, une augmentation des niveaux de la peroxydation
lipidique associée a une diminution des taux de GSH qui ne peut plus jouer alors son réle de
piégeur de radicaux oxygénés ou qui le joue a un moindre degré ce qui permet a ces radicaux
d’attaquer les membranes lipidiques.

Serra et al. (1999) montrent que ce sont les branchies qui accumulent préférentiellement le
cadmium chez Mytilus galloprovincialis, par contre Amiard et al. (1986) ne notent pas de
différence significative d’accumulation de cadmium entre les différents organes chez cette méme
moule. Dans notre étude, le cadmium est significativement accumulé au niveau des branchies de
Perna perna du golfe d’Annaba, une analyse du Cd au niveau de la glande, aurait pu montrer

dans quel organe 1’accumulation serait la plus forte.



Dans notre cas de figure, le Cd a induit significativement la GST. De plus en plus d’études
montrent que le Cd exerce sa toxicité au niveau cellulaire en partie en induisant la formation
d’especes réactives a I’oxygene (ROS) et favoriser le stress oxydant, la peroxydation lipidique,
des dommages a ’ADN ou encore une oxydation des protéines (Stohs, 2000; Risso-de Faverney

et al. 2001; Moustaid et al. 2005).
Discussion sur I’exposition au cuivre GSH, GST

L’exposition au cuivre des moules, pendant une semaine, a causé une déplétion significative des
niveaux de GSH, des résultats similaires ont été¢ constatés sur des moules exposées 24 et 72 h
(P<0,05) a 40pg/1 de cuivre (De Almeida et al. 2004). Ces derniers auteurs suggeérent que cette
diminution du GSH serait due a 1’augmentation des activités de I’enzyme phospholipide
hydroperoxyde glutathion peroxydase (PHGPx) au cours de laquelle le GSH jouerait le role de
donneur d’¢électrons ou encore son role intracellulaire important dans la séquestration du cuivre
(Freed-man et al. 1989). Des résultats similaires ont été avancés par Doyotte et al. (1997) ;
Cossu et al. (2000) en exposant le bivalve d’eau douce Unio tumidus a 30 ug Cu/l pendant 72 h.
De plus, Canesi et al. (1997) constatent des diminutions des taux de GSH chez M.
galloprovincialis exposée a 40ug/l de cuivre pendant 72 h.

Au cours de notre étude, le cuivre a faible dose (10pg/l) semble augmenter I’activité GST qui
utilise le glutathion comme substrat, tandis qu’a la plus forte dose testée (25ug/1), la GST ne
semble plus étre sollicitée et d’autres enzymes ou des métallothionéines auraient probablement
pris en charge la défense anti-oxydante. La plus forte concentration de cuivre a inhibé de manicre
significative la GST, cette absence de réponse peut refléter une moindre utilisation du GSH dans
les réactions de conjugaison. Certains polluants peuvent agir sur les niveaux du GSH et diminuer
les activités des GST qui ne peuvent plus jouer leur role de détoxication (Roméo et al. 2005).
Nos résultats semblent étre en accord avec les travaux de De Almeida et al. (2004), qui ne
trouvent aucun changement dans les activités des GST sur la moule Perna perna exposée a

40pg/1 de cuivre durant sept jours d’expérimentation.

Ces réponses des différents auteurs rendent difficile I’interprétation des résultats, toutefois
d’aprés Viarengo et al. (1990) et Torre et al. (2002), il ressort que les variations des systémes de
défenses antioxydants en présence de métaux sont lies a I’augmentation des ROS, provoquant
une défense antioxydante qui, si elle est suffisante, peut conduire a la diminution des taux de

MDA (Rodriguez et al. 1993).



Les réponses biologiques : baisse du taux de glutathion et une hausse de I’activité de la GST
analysées sur des moules prélevées en hiver, indiquent bien un effet toxique du cadmium.

Dans notre étude la baisse hautement significative du GSH relevée a la plus forte concentration
de Cd (200ug/l) par rapport aux témoins, indique bien que I’accumulation du métal par les
moules est fonction de la quantité administrée. Gnassia-Barelli et al. (1995) rapportent une
bioaccumulation croissante du Cd dans les branchies de palourdes (Ruditapes decussatus)
exposées a 200pg Cd/l ; ceci peut étre expliqué par le fait que le cadmium induit la synthése des
métallothioneines (protéines fortement soufrées, avec de nombreux groupements cystéines, de faible poids
moléculaire) qui jouent un role dans la protection des cations divalents toxiques (Cd et Hg™) et
dans la séquestration du métal, (Amiard et al. 2006 ; Tanguy et al. 2003), jusqu'a ce que les

capacités des animaux a synthétiser cette protéine soient atteintes.

Bioaccumulation des métaux

Les analyses des concentrations en métaux (Cd, Cu) dans la chaire de Perna perna ont révélé
une faible bioaccumulation de ces derniers a toutes les concentrations testées par rapport aux

témoins.

Dans notre étude, la concentration du Cd décroit brutalement a 200ug Cd/l (5,87 = 1,00ug/g) et qui
correspond a un taux d’environ 37% de GSH consommé. Nous avons analysé les moules intoxiquées au
cadmium en zinc et en cuivre car on sait qu’il y a une interaction cadmium/zinc (Amiard-Triquet et
Amiard, 1998). Ce méme résultat, est observé dans les travaux de Damiens et al. (2006), ou une
accumulation relativement faible de cadmium avait été observée lors de la contamination Cd +
BaP (réalisée en juillet) sur des huitres. En effet I’accumulation des métaux est un phénomene
physiologique qui a des limites, et dans notre cas I’animal ferme ses valves pour survivre et

empécher I’entrée du cadmium.

Des facteurs du milieu sont donc susceptibles d’influencer 1’activité valvaire (mouvement
d’ouverture et de fermeture des valves) et ventilatoire des bivalves, ce qui peut entrainer des
variations tout a fait importantes dans les taux d’accumulation d’un polluant (Tran et al. 2001;
Tran et al. 2002; Tran et al. 2004b). L’oxygéne, la variation de concentration de plancton, la
température, le stress ainsi que la nature du contaminant, sont parmi les facteurs qui peuvent

entrainer des variations de débit ventilé.

De précédentes études sur I’accumulation du cadmium chez les bivalves marins ont montré la

relation qui existe entre ’accumulation de cadmium dans 1’organisme et sa concentration dans le



milieu (Erk et al. 2005). Selon Langston et al. (1998), cela est du a la prise de métal qui, chez la
plupart des mollusques, est plus rapide que leur élimination d’ou une accumulation qui s’effectue

souvent proportionnellement a la concentration extérieure.

Par ailleurs, I’accumulation du cadmium, mesurée dans la chair totale des bivalves exposés en
hiver, croit linéairement pendant toute la durée de 1’expérience, par rapport a celle des témoins.
Lorsque les individus sont soumis a un stress chimique, au laboratoire ou in situ, leur systéme de
défense semble sensible et répond rapidement a la présence de polluants. Néanmoins, il est a
remarquer que 1’accumulation des métaux reste plus forte en hiver qu’en été. Nous constatons
donc que les saisonnalités dominent dans ces cas la. Ce changement de la concentration en
métaux essentiels (Cu et Zn) pourrait €tre interprété comme une manifestation non létale de la

toxicité du cadmium (Amiard-Triquet et Amiard, 1998).

Les études de Serra et al. (1999), dans des expériences de contaminations en laboratoire, ont
constaté des différences d’accumulation de cadmium en fonction des saisons dans les organes de
M. galloprovincialis, avec un taux d’accumulation élevé au printemps, et un faible taux en

période estivale, aussi bien, dans les branchies que dans les glandes digestives.

En résumé, de nombreuses études s’accordent pour constater 1’existence d’un maximum hivernal
printanier et d’un minimum estival ou automnal (Borkovi¢ et al. 2005 ; Bocchetti et Regoli,
2006) qui résulterait d’aprés Cossa, (1987) aux changements de poids des tissus mous liés au

cycle gamétogénétique.



CONCLUSION GENERALE




CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Au cours de ces dernicres années, le biomonitoring environnemental s’est enrichi des approches
écotoxicologiques appliquées a la préservation des milieux naturels. La connaissance des
mécanismes d’action des polluants au niveau biologique a ouvert la voie au développement des
biomarqueurs, qui figurent parmi les outils prometteurs du diagnostic environnemental.
L’utilisation exponentielle de substances polluantes par 1’homme, leur présence dans
I’environnement et leurs effets sur les écosystémes et les ressources, constituent 1’un des

problémes les plus préoccupants du XXIeme siecle.

Certains €cosystemes peuvent donc étre naturellement trés riches en éléments métalliques et
abriter des communautés d’espéces qui y sont adaptées. Sous ’effet de la pression des activités
anthropiques (activités industrielles, agricoles), la contamination métallique des milieux
aquatiques peut augmenter significativement. Au-dela d’une certaine concentration (parfois trés
faible) dans le milieu, les métaux ont des effets néfastes. L’évaluation de ces effets doit tenir
compte des particularités associées aux métaux. En effet, les concentrations naturelles varient en
fonction de la nature géologique du milieu. Il est ainsi difficile, pour les écosystémes affectés par
la présence de métaux, d'estimer la part de métal d'origine naturelle. Ensuite, certains métaux
présentent la particularité d’étre a la fois essentiels pour les organismes vivants mais aussi
toxiques au-dessus d’une certaine concentration. Les seuils d’essentialité et de toxicité peuvent
étre trés variables entre les espéces. Par ailleurs, les organismes vivants sont adaptés aux

concentrations naturelles en métaux présentes dans leur environnement.

C’est dans ce contexte que ce travail de these a été réalisé, dont les objectifs principaux étaient :

e FEtudier I’état de santé du golfe d’Annaba (Sud Ouest de la méditerrané) a travers un modele
biologique, la moule Perna perna.

e D’étudier la réponse des systemes antioxydants en condition de stress, lors d’étude en
conditions contrdlées au laboratoire, ainsi que lors d’étude de terrain sur des sites présentant
des profils de contamination différents.

¢ Enfin, de montrer que les mécanismes fondamentaux de détoxication tel que le tripeptide
unbiquiste GSH et 1’activité de la glutathion S-transférase (GST), responsables de la
métabolisation de nombreux xénobiotiques, ont été pressentis comme de bons biomarqueur
de défense.



e Parallélement a ces mesures, les concentrations en métaux « lourds » : cadmium, cuivre et
zinc ont été déterminées au niveau de la chair total de P. perna. Il nous semblait en effet
important de connaitre ces concentrations étant donné que les métaux lourds sont connus
pour agir sur le glutathion et inhiber certaines activités enzymatiques.

Dans les premiers chapitres, nous avons voulu exploiter les donnés de tous les paramétres
morphométriques des bivalves récoltées au cours de différentes saisons. Les données physico-
chimiques nous ont permis de cerner les caractéristiques environnementales des cinq sites de
I’étude. Les résultats ont permis de constater que les paramétres biométriques étaient trés
différents d’un site a un autre, ceci nous a également permis de comparer nos données a celles de
la littérature. Il s’aveére que Perna perna du golfe d’Annaba atteint une taille assez grande de

I’ordre de 12cm, les plus grandes étant enregistrées au niveau de la plage El Hnaya.

A travers ces données, nous avons évalué les variations de 1’indice de condition qui refléte 1’état
de santé général des animaux. Ce dernier indique, malgré les fluctuations saisonnicres constatées
que Perna perna présente un bon état physiologique ; excepté au niveau des moules collectées
dans les oueds Bedjima et Seybouse ou I’indice est relativement bas par rapport aux restes des
sites. Par ailleurs, ces données permettent de distinguer deux périodes de ponte, se situant I’une

au printemps et I’autre entre la fin de I’automne et début de 1’hiver.

Des relations allométriques significatives ont été mises en évidence pour tous les parameétres
linéaires et pondéraux mesurés sur I’ensemble des mollusques des sites de 1’étude, témoignant
d’une corrélation significative entre la longueur et la largeur, la longueur et 1’épaisseur ainsi que,

la longueur avec le poids. La croissance étant de type allometrie minorante.

D’autre part, I’évaluation du « stress on stress » ou survie a 1’air, a permis d’avoir une idée sur le
classement de nos sites du moins pollué vers le plus pollué selon I’ordre suivant EH< BD< PE<,
PO< SB. L’oued Seybouse est le plus pollué. Il apparait évident que la station de la plage El
Hanaya en tant que site de référence a été bien choisie. Bien que les résultats de la contamination
métallique des moules de ce dernier site révelent une forte concentration en zinc qui peut étre

attribu¢ a la géochimie de 1’endroit.

La seconde partie concerne les expérimentations de terrain qui ont révélé des différences de

sensibilité des systémes antioxydants entre les glandes digestives et les branchies. De plus, 1’effet



des saisons, conforté par 1’étude statistique, est bien évident. Nous avons pu mettre en évidence
que P’activité GST était bien supérieures en période printaniére, plus marquée dans les branchies.
Cette réponse pourrait étre en rapport avec les évolutions temporelles et 1’état nutritionnel, qui
s’averent étre des facteurs prépondérants dans la modulation des réponses enzymatiques. D’autre
part nous avons enregistré des diminutions significatives du glutathion réduit en hiver dans les
deux organes. L’analyse de la variance a un facteur controlé (site) et a deux facteurs controlés
(organe et saison) du systeme de défense de Perna perna révele un effet hautement significatif
pour I’ensemble des sites. Malgré ces variations sensibles, les résultats obtenus ont permis, grace
a une exploitation en Analyse en Composantes Principales (ACP), de distinguer des sites
d’¢études en fonction de la qualité de leurs eaux. Ce type d’analyse présente 1’avantage d’intégrer
un nombre important de données et de faciliter I’exploitation des résultats.

Au vu de I’ensemble des résultats exposés ci-dessus, l'activité GST et les taux de GSH semblent
étre des biomarqueurs intéressants chez les mollusques bivalves pour la surveillance de

I’environnement.

L’approche de la contamination des systémes naturels se heurte en permanence a la complexité
des mécanismes mis en jeu, du fait de la diversité des modalités et des caractéristiques de la
contamination et des facteurs écologiques, abiotiques et biotiques, de leurs interactions et de
leurs variations quasi permanentes, dans 1’espace et dans le temps.

In toto, nous avons évalué les concentrations en métaux lourds (Cu, Zn et Cd). Les
concentrations mesurées varient suivant la saison de prélevement avec une accumulation plus
forte en hiver et au printemps. Ceci pourrait étre relativement influencé par les changements de
poids probablement liés a la physiologie de reproduction de I’espéce, sans toutefois négliger
l'effet de certains facteurs environnementaux. Les valeurs moyennes enregistrées révelent un
ordre décroisant Zn< Cu< Cd. La variation des concentrations des métaux, analysés dans cette
¢tude, semble dépendre de deux facteurs : la saison et le site de prélévement. Cependant, il est a
remarquer que les deux sites portuaires présentent des concentrations relativement élevées en
cuivre, par rapport aux médianes nationales données par le Réseau National Francais
d’Observation de I’Ifremer.

En pratique, les normes de qualit¢ environnementale sont déterminées a partir d’essais
d’écotoxicité réalisés en laboratoire. Nous avons constaté, que lorsque les individus sont soumis
a un stress chimique, au laboratoire, leur systtme de défense semble sensible et répond

rapidement a la présence de polluants.



La derniére partie concerne les expérimentations au laboratoire. Le cuivre a été choisi comme
modele de métal car ses propriétés chimiques sont particulierement intéressantes du fait qu’il
participe a des cycles d’oxydoréduction dans la cellule, le cadmium quant a lui, possédent la
capacité de traverser les barriéres biologiques, sa toxicité est attribuée principalement a la
perturbation qu’il engendre en se substituant aux métaux essentiels tels que le zinc, le cuivre et le
calcium. Aux doses étudiées, nous avons mis en évidence une toxicité du cadmium. Au cours de
I’intoxication au Cd et au Cu, les systémes antioxydants ont répondu significativement surtout a
la plus forte dose testée. Cependant, la plus forte concentration de cuivre a inhibé de manicre
significative la GST, ces différences peuvent s'expliquer par des variations de sensibilité
individuelle. Lors de I'exposition a un polluant, 1'animal peut stopper toute activité et fermer ses
valves afin de limiter les échanges avec l'extérieur.

Néanmoins, au cours de nos travaux, les résultats confirment une accumulation des métaux plus

forte en hiver qu’en été. Ces différentes réponses rendent difficile I’interprétation des résultats.

Les perspectives qui se dégagent de I’ensemble de ce travail seraient :

1. Une approche multimarqueur sera développée dans nos études de terrain notamment, la
peroxydation lipidique au niveau branchial, le dosage des métallothionéines ou de
I’acétylcholinestérase qui peut étre inhibée par des polluants (pesticides et métaux)

2. Un suivi de contamination/décontamination serait un atout supplémentaire.

3. il serait intéressant de compléter 1’é¢tude expérimentale de toxicité par la voie trophique
chez le bivalve filtreur, afin de mieux appréhender les conséquences pour I’écosysteme.
De méme, les durées d’exposition devraient étre plus longues afin de percevoir la
réversibilité ou non des effets dans les organismes exposés.

4. Etudier D’effet de la toxicit¢ de certains métaux essentiels sur la reproduction des
bivalves.

5. Utiliser un mélange de polluants lors d’expérimentation au laboratoire pour se rapprocher du
milieu naturel.
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ANNEXES




Les paramétres physico chimique enregistrés dans le golfe d’Annaba (2006)

Tableau VII : Variation saisonniére de la Température dans les eaux du golfe d’Annaba

Température °C
Sites PO PE BD SB EH
Printemps 22 22,5 22,5 20 21
Eté 27 28 26 27 26
Automne 17 18 15 14 20
Hiver 06 15 15 14,5 15 16
Hiver 07 15 15 14,5 10,8 15

Tableau VIII : Variation saisonnicre de la salinit¢ dans les eaux du golfe d’Annaba

Salinité psu
Sites PO PE BD SB EH
Printemps 37,5 36,4 28,1 25,88 37
Eté 37,3 36,4 37,4 37,9 37
Automne 36,7 36,4 36,1 33,6 36,2
Hiver 06 36,5 36,4 35,1 11,8 37
Hiver 07 36,5 36,4 36,1 10,8 36,2




Résultats de I’étude statistique et les corrélations reliant les différents parameétres métriques de
la coquille

Corrélations : longueur; largeur; hauteur

Contenu de la cellule : corrélation de Pearson

1) Corrélation entre la longueur avec la largeur et la hauteur de la coquille

Largeur 0,857
Valeur de p 0,000

Hauteur 0,833 0,798
Valeur de p 0,000

Corrélations : Poids (gr) avec la longueur de la coquille (mm)

Corrélation de Pearson de Poids gr et long cm = 0,811
Valeur de p = 0,000



Concentrations en métaux au niveau des sites aux différentes saisons

Tableau. XI: Concentrations en métaux (ug/g ) chez les moules des deux sexes prélevées en Hiver. Les
valeurs médianes trouvées sur I’ensemble des cdtes de France par 'IFREMER pour les moules Mytilus
sp. sont : 0,62 pg/g pour le cadmium ; 6,3 pg/g pour le cuivre ; 114 pg/g pour le zinc

Site/ hiver Poids Cadmium Cuivre Zinc

Sitt EHn=15 | 0.64+0.14 | 0.50+0.24 | 3.7+04 | 185=+57

Mailesn=28 0.71£0.19 | 0.43+0.27 | 3.6+0.4 | 162+54

Femellesn=7 | 0.56+0.14 | 0.57+0.19 | 3.8+ 0.4 | 211 +54

SitePOn=15 | 0.75+0.19 | 0.36+0.16 | 3.9+0.7 | 155+53

Malesn =8 0.78+0.13 | 0.38+0.14 | 3.7+0.8 | 148+ 60

Femellesn=7 | 0.73+0.06 | 0.36+0.23 | 42+04 | 164+ 50

Site PEn=11 | 0.46+0.08 | 0.66+0.10 | 5.0+0.9 | 182+45

Malesn=4 045+0.14 | 0.61+0.17 | 49+0.5 | 177+ 44

Femellesn=7 | 0.47+0.03 | 0.69+0.06 | 5.0+ 1.1 | 185+48

Site BDn=10 | 0.49+0.10 | 1.30+0.55 | 4.6+0.8 | 178 +36

Malesn=>5 0.50+0.14 | 1.46+0.62 | 52+0.6 | 18642

Femellesn=35 | 049+£0.09 | 1.17+0.52 | 42+0.6 | 172+ 34

SiteSBn=9 | 046+0.11 | 0.76+0.23 | 5.0£0.6 | 157+50

Mailesn=4 045+0.14 | 0.76 £ 0.10 | 4.8+0.5 | 137+30

Femellesn=5 | 0.47+0.01 0.75 54+0.7 | 205+ 68

Tableau XII : Concentrations en métaux (ug/g ) chez les moules prélevées en été

Sites / Eté Cd pg/g p.s Cu pg/g p.s Zn pg/g p.s

Site EHn=35 0,39+0,12 6,69 £ 0,56 156,6 + 25,03
Site POn=35 0,50+0,12 8,15+1,5 80,74 + 33,21
Site PEn=35 0,35+0,05 7,48 £ 1,41 114,66 + 25,61
Site BDn=35 1,12+ 0,22 7,98 £ 0,60 126,24 + 17,66
Site SBn=>5 0,64 +0,15 6,77 +£2,89 89,66 +24,53




Tableau. XIII : Concentrations en métaux (pg/g ) chez les moules prélevées au printemps

Sites /printemps Cd pg/g p.s Cu pg/g p.s Zn pg/g p.s
Site EHn =10 0,60 +0,20 4,14 +0,49 133,06 + 43,84
Site POn=10 0,26 = 0,04 5,90+ 1,18 150,21 + 68,50
Site PEn =10 0,97 +0,43 6,18 + 1,55 103,77 15,97
Site BDn=10 0,86 + 0,28 8,60 + 0,83 159,38 £37,01
Site SBn=10 0,54 +0,21 521 +0,35 90,46 + 20,11

Tableau. XIV : Concentrations en métaux (pug/g ) chez les moules prélevées a I’automne

Sites /automne Cd pg/g p.s Cu pg/g p.s Zn pg/g p.s
Sitt EHn=9 0,47+ 0,15 3,70 = 0,63 196 + 27
Site POn=9 0,54 % 0,10 3,60+ 1,30 147 + 34
Site PEn= 10 0,67 + 0,08 4,58 £ 0,94 107 + 41
Sitt BDn=10 0,80 = 0,21 6,10 = 0,90 122+ 52
Site SBn= 10 0,79 = 0,30 633+ 1,21 159 + 44




Tableau. XV : Activités GST en nmoles/min/mg de protéines dans les branchies (Br) et les glandes

digestives (GD) de Perna perna aux différentes saisons

GST MAX MIN
Eté PO PE BD SB EH
Br 157,12 124,69 164,1 203,05 134,53 203,05 124,69
GD 139,59 110,1 143,29 162,79 136,33
Hiver PO PE BD SB EH
Br 141,55 143,69 165,75 207,5 163,88 207,5 141,55
GD 139,6 140,31 148,31 181 141,59
Automne PO PE BD SB EH
Br 129,63 178,37 104,82 167,76 111,76 178,37 104,82
GD 113,77 106,61 147,8 133,76
Printemps PO PE BD SB EH
Br 130,48 152,69 157,69 148,47 1194 157,69 1194
GD 134,14 158,72 151,54 165,79 127,6
Tableau. XVI : Teneurs en GSH en nmoles/mg de protéines dans les branchies (Br) et les glandes
digestives (GD) de Perna perna aux différentes saisons
GSH MAX MIN
Hiver PO PE BD SB EH
Br 102 112,95 129,38 142,61 154,13 154,13 | 102/ 112
GD 104 107,22 120,75 139,63 149,96 149,96 | 104/107
Pintemps PO PE BD SB EH
Br 152,06 150,01 153,99 146,25 157,95 157,95
GD 151,28 148,68 141,38 1444 149,3 151,28 141
Automne PO PE BD SB EH
Br 147,91 146,58 135,12 140,92 147,97 147,97 135
GD 155,68 154,45 149,98 152,07 159,25 159,25
Eté PO PE BD SB EH
Br 167,18 163,68 147,91 145,99 157,32 167,18
GD 170 159,21 155,58 150,96 159,52 170




Analyse statistiques des biomarqueurs in vivo

Expérience en Eté

Cuivre
e ANOVA i un facteur contrélé : GSH / en fonction de [Cu]

Analyse de variance pour GSH /Cu désempilées

Source DL SC CM F P
Cc2 3 45194 15065 41,27 0,000
Erreur 16 5840 365

Total 19 51034

IC individuel & 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N  Moyenne EcarType ---------- e TS o
1 5 200,14 32,50 (-—-*---)
2 5 155,04 11,88 (-—-*---)
3 5 114,74 15,68 (——-*---)
4 5 71,92 4,12  (--*---)

—————————— o
Ecart-type groupé = 19,11 100 150 200

Corrélations : GSH / [Cu]
Corrélation de Pearson = -0,941

Valeur de p = 0,000

e ANOVA a un facteur contrélé : GSH/ du Témoin en fonction de [10ug/l]

Analyse de variance pour GSH /Cu

Source DL SC CM F P
Cc2 1 5094 5094 8,51 0,019
Erreur 8 4789 599

Total 9 9883

IC individuel & 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType -----—-—- o o o
1 5 200,18 32,50 (————- Koo )
2 5 155,04 11,88 (----————- Fmmm )

——————— o
Ecart-type groupé = 24,47 150 180 210

e ANOVA a un facteur controlé : GSH de [15png Cu/l] en fonction de [25png Cu/l]

Analyse de variance pour C4

Source DL SC CM F P
C5 1 4584 4584 34,88 0,000
Erreur 8 1051 131

Total 9 5635

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType ------—-——- o o e
3 5 114,74 15,68 (——--- *_____ )
4 5 71,92 4,12 (----- pf—— )

—————————— o

Ecart-type groupé = 11,46 80 100 120



e ANOVA a un facteur controlé : GSH de [10ug Cu/l] en fonction de [15ug Cu/l]

Analyse de variance

Source DL SC CM F P
C5 1 4060 4060 20,98 0,002
Erreur 8 1548 194

Total 9 5608

IC individuel & 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType -—------—-———- [ S o [ —
2 5 155,04 11,88 (-—-—-—-- [ ——— )
3 5 114,74 15,68 (------ K )

—————————— B T T TP
Ecart-type groupé = 13,91 120 140 160

e ANOVA 2 un facteur controlé : GST / en fonction de [Cul]

Analyse de variance pour GST/Cu désempilées

Source DL SC CM F P
Cc2 3 5871 1957 5,85 0,007
Erreur 16 5350 334

Total 19 11221

IC individuel & 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType --------- Fomm - R e S
1 5 155,18 23,34 (-—---- e b}
2 5 174,59 20,99 (-—---- Fmm e )
3 5 189,36 13,99 (-——--- e T—— )
4 5 145,08 12,49 (—----- T )

--------- e e e et
Ecart-type groupé = 18,29 150 175 200

e ANOVA a un facteur contrélé : GST/ du Témoin en fonction de [10pg/1]

Analyse de variance pour GST/Cu

Source DL SC CM F P
Cc2 1 942 942 1,91 0,204
Erreur 8 3942 493

Total 9 4884

IC individuel & 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType ---——+--——--——-—- tom——— tom————— +-—-

1 5 155,18 23,34 (-——------——- K- )

2 5 174,59 20,99 (- K- )
————t——— e ——— e ——— +——

Ecart-type groupé = 22,20 140 160 180 200

e ANOVA a un facteur contrélé : GST de [15pg Cu/l] en fonction de [25pg Cu/l]

Analyse de variance pour C4

Source DL SC CM F P
C5 1 4902 4902 27,86 0,001
Erreur 8 1408 176

Total 9 6310

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType ----- R o ——— o +-
3 5 189,36 13,99 (--—---- * )
4 5 145,08 12,49 (-———--- *ee )



Ecart-type groupé = 13,27 140 160 180 200

e ANOVA a un facteur controlé : GST de [10pg Cu/l] en fonction de [15ng Cu/l]

Analyse de variance pour C4

Source DL SC CM F P
C5 1 546 546 1,71 0,227
Erreur 8 2546 318

Total 9 3092

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N  Moyenne EcarType ------ Fo Fo Fo +

2 5 174,59 20,99 (—--——————-- oS )

3 5 189,36 13,99 - H - )
------ o4

Ecart-type groupé = 17,84 165 180 195 210

Cadmium

e ANOVA a un facteur contréolé : GSH / en fonction de [Cd]

Analyse de variance pour GSH/Cd désempilées

Source DL SC CM F P
Cc2 3 67771 22590 41,59 0,000
Erreur 16 8690 543

Total 19 76461

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType --------—- i Fom Fmm
1 5 250,74 7,83 (——*--)
2 5 210,56 26,64 (——-*---)
3 5 167,24 33,60 (——-*---)
4 5 93,66 16,51 (---*--)

————————— T TSI
Ecart-type groupé = 23,30 120 180 240

Corrélations : GSH/Cd;
Corrélation de Pearson de GSH/ et Cd = -0,930
Valeur de p = 0,000

e ANOVA a un facteur contrélé : GSH/ du Témoin en fonction de [SOng/l]

Analyse de variance pour GSH/Cd

Source DL SC CM F P
Cc2 1 4036 4036 10,47 0,012
Erreur 8 3084 386

Total 9 7120

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
+

Niveau N  Moyenne EcarType —--—+-——-——--- S e
1 5 250,74 7,83 (--—----- * )
2 5 210,56 26,64 (———---- Hem - )

e o B +——

Ecart-type groupé = 19,64 200 225 250 275



Analyse de variance

Source
C5
Erreur
Total

Niveau
3
4

DL
1
8
9

a0z

SC
13535
5606
19141

Moyenne
167,24
93,66

Ecart-type groupé =

Analyse de variance

Source
C5
Erreur
Total

Niveau
2
3

DL
1
8
9

N
5
5

SC
4692
7354

12046

Moyenne
210,56
167,24

Ecart-type groupé =

ANOVA a un facteur controlé

CM
13535
701

EcarType
33,60
16,51

26,47

ANOVA 3a un facteur controlé

CM
4692
919

EcarType
26,64
33,60

30,32

ANOVA a un facteur controlé

: GSH de [100pg Cd/l] en fonction de [200pg Cd/l]

F P
19,32 0,002

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
+

S o o
(-—-—--- *omoooem >

(------- *ommmmen >

e e e o

70 105 140 175

: GSH de [50ng Cd/1] en fonction de [100png Cd/l]

F P
5,10 0,054

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
+

----- T S
(-----=--- R >

(---—-—-—-- *ommomeoen >
----- Sy s
150 180 210 240

: GST / en fonction de [Cd]

Analyse de variance pour GST/Cd désempilées

Source
Cc2
Erreur
Total

veau

Ni
1
2
3
4

DL

3
16
19

N
5
5
5
5

SC
8068
13747
21814

Moyenne
182,23
190,98
217,68
232,20

Ecart-type groupé =

CM
2689
859

EcarType
27,39
12,13
45,72
21,20

29,31

ANOVA a un facteur controlé

Analyse de variance pour GST/Cd

Source
Cc2
Erreur
Total

Niveau
1
2

DL
1
8
9

aao=z

SC
191
3589
3780

Moyenne
182,23
190,98

Ecart-type groupé =

CM
191
449

EcarType
27,39
12,13

21,18

F P
3,13 0,055

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

————————— S S
G *emmmee >
(--------- *emmmoee )
(----=---- *ommmee )
(-------- Hommoms >
————————— e
180 210 240

: GST/ du Témoin en fonction de [S0ug/1]

F P
0,43 0,532

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

————t e o S +——
(-m-mmmmmme- Hommmmmoeoen >
O Hemmmmoooeo >
S o o +——
165 180 195 210



e ANOVA a un facteur contréolé : GST de [100ng Cd/l] en fonction de [200ng Cd/l]

Analyse de variance pour C4

Source DL SC CM F P
C5 1 527 527 0,42 0,537
Erreur 8 10158 1270

Total 9 10685

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType -------- Fo— Fo Fo———

3 5 217,68 45,72 (m-——m——mm——— - oS b}

4 5 232,20 21,20 - - )
-------- o

Ecart-type groupé = 35,63 200 225 250

e ANOVA a un facteur contréolé : GST de [SOug Cd/l] en fonction de [100ug Cd/l]

Analyse de variance pour GST/Cd

Source DL SC CM F P
Cc2 1 1782 1782 1,59 0,242
Erreur 8 8949 1119

Total 9 10732

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType -------- Fo— Fo Fo———

2 5 190,98 12,13 (——-———————- ol )

3 5 217,68 45,72 (-————————- B )
-------- o

Ecart-type groupé = 33,45 180 210 240

e ANOVA a un facteur contrélé : GST/ du Témoin en fonction de [200ug/1]

Analyse de variance pour C1

Source DL SC CM F P
Cc2 1 6244 6244 10,41 0,012
Erreur 8 4798 600

Total 9 11041

IC individuel & 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType -------- Fom [ o

1 5 182,23 27,39 (——------ * e )

4 5 232,20 21,20 (-----—-- * b}
———————— o—_

Ecart-type groupé = 24,49 180 210 240



Expérience en Hiver

Cadmium

e ANOVA 2 un facteur controlé : GST / en fonction de [Cd]

Analyse de variance pour C1

Source DL SC CM F P
Cc2 3 9032,5 3010,8 97,64 0,000
Erreur 16 493,4 30,8

Total 19 9525,8

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
+

Niveau N Moyenne EcarType -—------- e it e

1 5 91,88 6,97 (--*--)

2 5 109,09 5,10 (--*-)

3 5 127,50 4,98 (--*-)

4 5 149,01 4,90 (--*-)
------- N

Ecart-type groupé = 5,55 100 120 140

Corrélations : GST et [Cd]

Corrélation de Pearson de Cl1 et C2 = 0,972
Valeur de p = 0,000

e ANOVA a un facteur contrélé : GST du Témoin en fonction de [50pg Cd/1]

Analyse de variance pour C1

Source DL SC CM F P
Cc2 1 741,2 741,2 19,89 0,002
Erreur 8 298,1 37,3

Total 9 1039,2

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
+

Niveau N  Moyenne EcarType ----- Fommmmm o e -
1 5 91,88 6,97 (-—--- K )
2 5 109,09 5,10 (----- [ —— )

————— o
Ecart-type groupé = 6,10 90 100 110 120

e ANOVA a un facteur contrélé : GST de [100ug Cd/l] en fonction de [200pg Cd/1]

Analyse de variance pour C4

Source DL SC CM F P
C5 1 1156,6 1156,6 47,38 0,000
Erreur 8 195,3 24,4

Total 9 1351,9

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
+

Niveau N Moyenne EcarType -------- e e

3 5 127,50 4,98 (—---- *_-2)

4 5 149,01 4,90 (—---*-==2)
———————— —_

Ecart-type groupé = 4,94 130 140 150



e ANOVA a un facteur controlé : GST de [SOug Cd/l] en fonction de [100ug Cd/l]

Analyse de variance pour GST

Source DL SC CM F P

[Cd] 1 847.,4 847.,4 33,35 0,001

Erreur 8 203,3 25,4

Total 9 1050,7
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType —-+---——-—-—- Fom———— Fom R

2 5 109,09 5,10 (-—--- Fmm )

3 5 127,50 4,98 (-———- Fmmo—— )}
N Fom e Fom e —_——— [

Ecart-type groupé = 5,04 104,0 112,0 120,0 128,0

e ANOVA i un facteur contréolé : GSH / en fonction de [Cd]

Analyse de variance pour C1l

Source DL SC CM F P
Cc2 4 6465,1 1616,3 35,89 0,000
Erreur 15 675,5 45,0
Total 19 7140,5
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Niveau N Moyenne EcarType ------—- R o R
1 4 82,825 6,794 (--*---)
2 4 66,275 8,289 (--*---)
3 4 53,175 9,808 (---*--)
4 4 38,875 2,516 (--*---)
5 4 33,750 2,789 (---*--)
------- T L
Ecart-type groupé = 6,711 40 60 80

Corrélations : GSH/Cd;

Corrélation de Pearson de Cl1 et C2 = -0,940
Valeur de p = 0,000

Source
Cc2
Erreur
Total

Niveau
1
2

Ecart-type

ANOVA a un facteur controlé

DL SC CM
1 966,3 966,3
8 241,8 30,2
9 1208,1
N Moyenne EcarType
5 81,620 6,471
5 61,960 4,311

groupé = 5,498

: GSH/ du Témoin en fonction de [S0ugCd/l]

=
31,96

P

0,001

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

e o o +—-
)
(--m--*mmm-
e e o +—
60 70 80 90



e ANOVA a un facteur controlé

Analyse de variance pour C4

Source DL SC CM
C5 1 137,6 137,6
Erreur 8 143,2 17,9
Total 9 280,9

Niveau N Moyenne EcarType
3 5 41,880 5,240
4 5 34,460 2,890
Ecart-type groupé = 4,231

e ANOVA a un facteur controlé

Analyse de variance pour C1

Source DL SC CM
c2 1 1008,0 1008,0
Erreur 8 184,2 23,0
Total 9 1192,2

Niveau N Moyenne EcarType
2 5 61,960 4,311
3 5 41,880 5,240
Ecart-type groupé = 4,798

e ANOVA a un facteur controlé

Analyse de variance pour C8

Source DL SC CM
Cc9 1 5560, 2 5560, 2
Erreur 8 200,9 25,1
Total 9 5761,1

Niveau N Moyenne EcarType
1 5 81,620 6,471
4 5 34,460 2,890
Ecart-type groupé = 5,011

e ANOVA a un facteur controlé

Analyse de variance désempilées

Source DL SC CM
Facteur 2 848157 424079
Erreur 57 576978 10122
Total 59 1425135

Niveau N Moyenne EcarType
GST 20 119,4 22,4
GSH 20 292,0 172,8
C3 20 2,5 1,1

Ecart-type groupé = 100,6

: GSH de [100pg Cd/l] en fonction de [200pg Cd/l]

F P
7,69 0,024

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
---------- TS

: GSH de [50ng Cd/1] en fonction de [100png Cd/l]

F P
43,79 0,001

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
+

S S e +—
(---=*=-=-)
(-—-—*=-=-)
e o o +—=
40 50 60 70

: GSH de Témoin en fonction de [200pg Cd/1]

F P
221,39 0,000

IC individuel & 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

——te—— o o E——
(--*--)

(---*--)

e o o S

32 48 64 80

: GSH en fonction de GST / [Cd]

F P
41,89 0,000

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
+

e o +—-
(-—-*-=-)
(-=*=--)
(-—-*-=-)
e o o +—=
0 120 240 360



Corrélations : GST; GSH

Corrélation de Pearson de GST et GSH = -0,818

Valeur de p = 0,000

Analyse de la Variance pour les Métaux au niveau des stations/ automne
Oneway Analysis of Cadmium by Columnl

Analysis of Variance

Source DF Sum Squares Mean Square F Ratio | Prob >F
Columnl 4 0,4342521 0,108563 3,1525 0,0366
Error 20 0,6887490 0,034437
C.Total 24 1,1230011
Level Number Mean Sld Error Lower 95% t Alpha
PO 0,539329 0,08299 0,36621 2,08596 0,05
PE 0,668405 0,08299 0,49529
BD 0,800369 0,08299 0,62725
SB 0,792954 0,08299 0,61984
EH 0,472990 0,08299 0,29987
Oneway Analysis of Copper by Column 1
Analysis of Variance
Source DF Sum Squares Mean Square F Ratio Prob >F
Columnl 4 33,540755 8,38519 8,1412 0,0005
Error 20 20,599459 1,02997
C.Total 24 54,140214
Level Number Mean Sid Error Lower 95% t Alpha
PO 3,60205 0,45387 2,6553 2,08596 0,05
PE 4,58141 0,45387 3,6347
BD 6,10235 0,45387 5,1556
SB 6,32729 0,45387 5,3805




EH 5 3,69736 0,45387 2,7506

Oneway Analysis of Zinc by Columnl

Analysis of Variance

Source DF Sum Squares Mean Square F Ratio Prob >F
Columnl 4 20955,335 5238,83 3,0881 0,0407
Error 20 32232,401 1696,44
C.Total 24 53187,736
Level Number Mean Sid Error | Lower 95% t Alpha
PO 5 146,945 18,420 108,39 2,09302 | 0,05
PE 5 107,341 18,420 68,79
BD 5 122,759 18,420 84,21
SB 5 158,800 18,420 120,25
EH 5 196,067 20,420 152,96

05/04/2009 20:32:10

Bienvenue dans Minitab, appuyez sur F1 pour obtenir I aide.

ANOVA a un facteur contrélé : La saison/ Variation de [Cd] en fonction des saisons

Analyse de variance pour C1

Source DL SC CM F P
C2 3 52,70 17,57 6,43 0,000
Erreur 138 376,97 2,73

Total 141 429,67

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé



Niveau N Moyenne EcarType —+---——-———- o ———_—— o o
1 35 2,054 3,274 (-——--- * )
2 25 0,655 0,216 (-————---—- - )
3 55 0,681 0,422 (----- Fee)
4 27 0,560 0,269 (——----- - )

—_—t—— oo Fo—— o
Ecart-type groupé = 1,653 0,00 0,80 1,60 2,40

ANOVA a un facteur contrélé : la SAISON/ Variation de [Cu] en fonction des saisons

Analyse de variance pour C1l

Source DL SC CM F P
Cc2 3 187,63 62,54 29,41 0,000
Erreur 145 308,36 2,13

Total 148 495,99

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType -------- Fo———— Fom e ———— Fom
1 36 7,139 1,896 (—--*---)
2 35 5,926 1,625 (——-*---)
3 25 4,862 1,502 (——--*---)
4 53 4,314 0,862 (--*--)

———————— [ TR RS S ——
Ecart-type groupé = 1,458 4,8 6,0 7,2

ANOVA a un facteur contrélé : LA SAISON/ Variation de [Zn] en fonction des saisons
ANOVA a un facteur contrélé : C1 en fonction de C2

Analyse de variance pour C1

Source DL SC CM F P
Cc2 3 104096 34699 16,81 0,000
Erreur 150 309669 2064

Total 153 413765

IC individuel & 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
+

Niveau N  Moyenne EcarType —--+--——-———- o PR
1 52 171,69 51,37 (-—--*----)
2 24 144,31 48,09 (------- * - )
3 44 107,92 36,80 (———-*————- )
4 34 126,45 43,92 (------ f S —— )

———te— e T T +———
Ecart-type groupé = 45,44 100 125 150 175

Variation des concentrations en métaux (par ordre vertical : Cu, Cd, Zn) et les différences entre stations en Hiver a
droite et a ’automne a gauche
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Différentes droites de régressions des métaux au cours des saisons et les coefficients de corrélation pour chaque site
de I’étude



RESUME :

L’objectif principal de cette recherche était de contribuer a compléter les données sur la pollution marine des zones
cotieres de la baie d’Annaba. La présence de métaux lourds rend, importante 1'analyse des métaux dans les tissus de
la moule Perna perna prise en tant que modéle ayant un potentiel utilisable en biosurveillance de I’environnement.

Les données, obtenues a partir des mesures de la taille de la coquille des bivalves récoltées au cours de différentes
saisons, nous ont permis de constater que les paramétres biométriques étaient trés différents d’un site a un autre, Des
relations allométriques significatives ont ét¢ mises en évidence pour tous les paramétres linéaires et pondéraux
mesurés sur I’ensemble des mollusques des sites de I’étude. La croissance étant de type allometrie minorante.

L’évaluation de I’indice de condition, indique malgré les fluctuations saisonnieres constatées que Perna perna
présente un bon état physiologique ; excepté au niveau des moules collectées dans les oueds Bedjima et Seybouse ou
I’indice est relativement bas par rapport aux restes des sites. Par ailleurs, ces données permettent de distinguer deux
périodes de ponte, se situant 1’une au printemps et 1’autre entre la fin de ’automne et début de 1’hiver.

D’autre part, I’évaluation du « stress on stress » a permis d’avoir une idée sur le classement de nos sites du moins
pollué vers le plus pollué. L’oued Seybouse est le plus pollué. Il apparait évident que la station de la plage El
Hanaya en tant que site de référence a été bien choisie.

Les expérimentations de terrain ont révélé des différences de sensibilité des systemes antioxydants entre les glandes
digestives et les branchies. De plus, I’effet des saisons, conforté par 1’étude statistique, est bien évident. Nous avons
pu mettre en évidence que l’activité GST était bien supérieures en période printanicére, plus marquée dans les
branchies. D’autre part nous avons enregistré des diminutions significatives du glutathion réduit en hiver dans les
deux organes. L’analyse de la variance a un facteur controlé (site) et & deux facteurs contrdlés (organe et saison) du
systéme de défense de Perna perna révéle un effet hautement significatif pour I’ensemble des sites.

In toto, I’analyse des concentrations en métaux lourds (Cu, Zn et Cd) varie suivant la saison de prélévement avec
une accumulation plus forte en hiver et au printemps. Les valeurs moyennes enregistrées révelent un ordre
décroisant Zn< Cu< Cd. Cependant, il est a remarquer que les deux sites portuaires présentent des concentrations
relativement élevées en cuivre, par rapport aux médianes nationales données par le Réseau National Francais
d’Observation de I’Ifremer.

Dans les expérimentations au laboratoire, les systémes antioxydants ont répondu significativement surtout a la plus
forte dose testée. Cependant, la plus forte concentration de cuivre a inhibé de maniére significative la GST.
Néanmoins, au cours de nos travaux, les résultats confirment une accumulation des métaux plus forte en hiver qu’en
été.

Au vu de I’ensemble des résultats exposés dans cette these, le glutathion (et la GST) jouent un rdle central dans la
détoxication des métaux lourds (surtout du cuivre), ils semblent étre des biomarqueurs intéressants et de les proposer
en tant qu’outils biologiques dans 1’évaluation de la qualité du milieu et dans le suivi de la pollution de notre littoral.

Mots clés : GSH, GST, métaux, bivalves, stress oxydant, pollution, golfe Annaba




ABSTRACT

The main objective of this research is to help supplement data on marine pollution in coastal areas of the Bay of
Annaba. The presence of heavy metals makes important analysis of metals in the tissues of the mussel Perna
perna taken as a model with potential use in biomonitoring of the environment.

The data obtaines measurements about the shell’s size of bivalves harvest in different seasons, we have found that
the biometric parameters were significantly different from one site to another. The significant allometric
relationships are revealed for all parameters measured linear and weight of all the molluscs of the study sites. The
type of growth is allometric minorant.

The evaluation of the index condition, although the seasonal fluctuations observe that Perna perna has a good
physiological state, except in mussels which were collected in the Bedjima and Seybouse where the index is
relatively low compared to the remains of sites. Furthermore, these data can distinguish between two periods of
spawning one in the spring and the other between late autumn and early winter.

On the other hand, evaluation of ‘stress on stress "has to have an idea about the ranking of our sites in the less
polluted to the most polluted. Seybouse is the most polluted one. It is clear that the station from the beach El Hanaya
as a reference site was well chosen.

Field experiments have revealed differences in sensitivity between the antioxidant system digestive glands and gills.
Moreover, the effect of the seasons confirms by the statistical study, it is obvious. We have shown that GST activity
was higher in spring, more pronounced in the gills .On the other hand we have seen significant decreases glutathione
reduced in winter in both organs. The analysis of variance for a controlled factor (site) and two controlled factors
(organ and season) of the defense system of Perna perna showed a highly significant for all sites.

In toto, analysis of the concentrations of heavy metals (Cu, Zn and Cd) depending on the sampling season with an
accumulation greater in winter and spring . Mean values show a decreasing order Zn <Cu < Cd. However, it is
noticeable that the two ports have relatively high concentrations of copper compared to national medians given by
the French Network National from Ifremer.

In laboratory experiments, the antioxidant systems mainly respond significantly to the highest dose tested. However,
the highest concentration of copper was significantly inhibited GST. During our work, the results confirm the
accumulation of metals higher in winter than in summer.

All the results were presented in this study glutathione (and GST) play a central role in the detoxification of heavy
metals (especially copper), they appear to be biomarkers of interest and to propose them as biological tools in
assessing environmental quality and monitoring of pollution of our coasts.

Keywords: GSH, GST, metals, mussel, stress oxidant, pollution, bay of Annaba
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