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Résumé

Ce travail de these a pour objectifs, dans un premier temps d'évaluer le niveau
d'eutrophisation, la qualité écotoxicologique et le niveau de la pollution des eaux cotiéres
du golfe d’Annaba ; et dans un second temps de mettre en évidence I'intérét de l'utilisation
d’'une approche multimarqueurs en milieux marin afin de mieux cerner les réponses
biologiques aux contaminations chimiques. Dans cette étude, l'oursin Paracentrotus lividus
a été échantillonné de fagon saisonniere au niveau de 38 stations (cap de Garde, Lacaroube
et Draouche) durant l'année 2012 dans les zones cotieres du golfe d'Annaba (Sud-Est
de la Méditerranée). Pour tous les oursins récoltés, l'indice de condition et I'indice gonadique
ont été calculés pour déterminer la période de reproduction. En outre, un ensemble de
marqueurs biochimiques ont été dosés dans les gonades, en plus les parametres

physicochimiques et les pesticides ont été respectivement mesurés et dosés dans 1'eau de mer.

L'évaluation des paramétres environnementaux a dévoilé la présence de divers
contaminants, le dosage des sels nutritifs a permis d'indiquer que I'eutrophisation est plus
marquée en hiver, la station S.3 parait étre soumise a une grande influence continentale.
En ce qui concerne les pesticides, les concentrations retrouvées ont été plus ou moins
aux normes fixées par Environnemental quality Standard. Toute fois le calcul du risque

quotient du mélangé inspire a la nécessité d'une prise de conscience vis-a-vis de la qualité

écotoxicologique des eaux du golfe d'Annaba.

Outre la pollution, le changement saisonnier est un important facteur influengant
I'activité des biomarqueurs, l'augmentation significative des niveaux des biomarqueurs
au printemps étant une tendance majeure observée, cette activité peut également étre
liée a 1'état de la reproduction. La variabilité saisonniére a été confirmée par les résultats
significatifs des Kruskal-Wallis et par le degré élevé de divergence entre les saisons
via I'analyse en composantes principales, avec un total de 82,96 % de la variance expliquée.
L'analyse discriminante s’est avérée étre une méthode tres utile pour classer le niveau de
la pollution des différentes stations, le calcul de l'indice de pollution multibiomarqueurs
semble bien traduire les données scientifiques en informations utiles pour estimer le niveau
de pollution de I'environnement cdtier, la station S.2 et S.3 sont suspectés d'étre les points

chauds de la pollution.

Mots clés : Paracentrotus lividus, biomarqueurs, reproduction, pesticides, golfe d'Annaba

et indice de pollution multibiomarqueurs



Abstract

The objective of this thesis is to assess the level of eutrophication, the ecotoxicological
quality and the level of pollution in the coastal waters of the Gulf of Annaba ; and secondly
to highlight the value of using a multi-label approach in marine environments in order to
better identity biological responses to chemical contaminations. In this study, the sea urchin
Paracentrotus lividus was sampled seasonally at 3 stations (cape Garde, Lacaroube and
Draouche) during 2012 in the coastal areas of the Gulf of Annaba (Southeastern
Mediterranean). For all sea urchins harvested, the condition index and gonad index were
calculated to determine the breeding period. In addition, a set of biochemical markers were
assayed in the gonads, in addition the physicochemical parameters and the pesticides were

measured and dosed in the sea water.

The assessment of environmental parameters revealed the presence of various
contaminants, the nutrient content of the salts indicated that eutrophication is more
pronounced in winter, station S.3 appears to be subject to great continental influence. For
pesticides, the recovered concentrations were more or less equal to the standards set
by Environmental Quality Standard. However, the calculation of the risk quotients of
the mixture inspires the need for an awareness of the ecotoxicological quality of the waters

of the Gulf of Annaba.

However, pollution, seasonal change is an important factor influencing the activity of
biomarkers, with the significant increase in biomarker levels in spring being a major trend
observed, this activity may also be related to reproductive status, sea urchin. The seasonal
variability was confirmed by significant Kruskal-Wallis results and by the high degree of
divergence between seasons via principal component analysis, with a total of 82.96 % of
the explained variance. Discriminant analysis has proved to be a very useful method for
classitying the level of pollution of the different stations, the calculation of the multimarker
pollution index seems to translate the scientific data into useful information for estimating
the level of pollution of the coastal environment , station S.2 and S.3 are suspected of being

hot spots of pollution.

Key words : Paracentrotus lividus, biomarkers, reproduction, pesticides, Gulf of Annaba and

multimarker pollution index
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La mer Méditerranée constitue le plus grand bassin semi-fermé du monde qui est
partagé par 21 pays ayant une population totale d'environ 450 millions. Au cours des
derniéres décennies, les zones cotieres de cette région sont devenues l'objet d'importantes
activités socio-économiques, tels que l'urbanisation, le tourisme, l'agriculture, le transport
maritime et l'industrialisation qui ont donné lieu a une pollution généralisée par divers
types de produits chimiques (EEA, 1999 ; UNEP/PAM, 2012). Plus importants encore, les
caractéristiques hydrographiques et 1'échange d'eau limité la rendent particuliérement
sensible a la pollution (Gémez-Gutiérrez et al, 2007a). En conséquence de la
concentration de la population humaine le long des cotes, une importante proportion de
ces activités ont lieu a proximité de ces zones (Moreno-Gonzilez et al, 2013 ; Kadri
et al, 2015), ces derni¢res sont exposées a diverses formes de pollutions (SOES, 2011 ;

UNEP, 2013).

Au cours des 60 derniéres années, plus de 80.000 composés chimiques ont été
synthétisés (Landrigan et al, 2002), ces produits chimiques sont omniprésents aux
quotidiens et sont dispersés dans l'air, I'eau et le sol. Pourtant, moins de 7 % de ces produits
ont été testés pour évacuer leur toxicité chronique (Goldman et Koduru, 2000). De ce fait,
ils sont devenus une préoccupation dans le monde entier et sont considérés comme l'une
des plus graves menaces anthropiques sur la biodiversité des écosystemes (Jenssen, 2006 ;

Diamanti-Kandarakis et al., 2009).

Au cours des derniéres décennies, il est devenu évident que l'eutrophisation est un
probléme important dans de nombreuses zones cotieres (Boynton et al, 1982), son effet
nocif’ sur l'environnement marin cotier est bien documenté (Vollenweider et al, 1992)
étant donné que I'eutrophisation est de plus en plus fréquente (Vollenweider et al., 1998).
Les zones cotieres sont fortement influencées par les apports fluviaux et les activités
anthropiques (Markaki et al., 2010 ; Saccon et al.,, 2013), l'enrichissement en nutriments
a pour conséquence de grande envergure telle que la mort des poissons (Glasgow
et Burkholder, 2000), l'interdiction de la conchyliculture (Joint et al, 1997), la
dégradation de la qualité de l'eau (McGlathery, 2001) et l'asphyxie des organismes

benthiques (Baustian et Rabalais, 2009).

Konovalove (1995) a estimé qu'en mer Méditerranée, les apports en sels nutritifs sont
de l'ordre de 0,5 million de tonnes de phosphore par an et de 1 a 2 millions de tonnes
d’azote par an. En Algérie par exemple, oued Seybouse entrainant au golfe d’Annaba pres

de 6000 tonnes d’azote et 1100 tonnes de phosphates (Ziouch, 2014). Les travaux d'Ounissi
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et al. (1998) et Ounissi et Frehi (1999) ont démontré que 'environnement cotier et
son peuplement sont fortement déséquilibrés suite aux apports continentaux enrichis. La
principale source d'éléments nutritifs est l'activité humaine (Roselli et al, 2009), les
eaux du ruissellement agricole transportant les engrais (McClanahan et al, 2005) et
'écoulement des eaux usées non traitées (Bowen et Valiela, 2001). Ainsi que le recyclage
a l'interface sédiment-eau qui est considéré comme source nutritive secondaire (Kormas
et al, 2001 ; Tyler et McGlatery, 2003 ; Belias et al,, 2007 ; De Vittor et al, 2012). De
ce fait, il est tres difficile de distinguer entre les changements induits par les activités de
I'Homme et les changements naturels (Elliott et Quintino, 2007), toutefois l'expansion
industrielle rapide et la croissance de la population des villes cotieres sont la source

principale des problémes économiques et environnementaux (Daniel et al, 2002).

Le golfe d'Annaba est soumis a de nombreuses sources de pollution telles que les
rejets des eaux usées des agglomérations, les activités portuaires (Boutabia-Trea et al,
2015) et les apports des oueds (Belabed et al., 2008), a cela s'ajoutent les rejets industriels
d'une grande usine d'engrais qui délivre elle seule plus d'un million de meétres carrés
d'eau chargée d'ammonium et de phosphate (Ounissi et al, 2008). En plus, les déchets
domestiques non traités délivrent elles seules environ 0,3 million de m® d'eaux chargées

d'ammonium et de phosphate (Ounissi et al., 2014).

Hormis les sels nutritifs, les effluents provenant des sources industrielles, agricoles et
domestiques contiennent une grande variété de produits chimiques naturels et synthétiques
qui peuvent modifier le systéme endocrinien de la faune sauvage et des animaux du
laboratoire (Heppell et al, 1995 ; Sumpter et Jobling, 1995 ; Jobling et al, 1998).
Parmi ces produits avec des propriétés cestrogéniques, les pesticides, les alkyles phénols
(Allen et al, 1999 ; Fang et al, 2001 ; Gomes et al., 2003), les peintures antifouling
(Ruiper et al, 1996) et d’autres produits chimiques. Plusieurs études ont porté sur la
présence de ces perturbateurs endocriniens dans les eaux douces (Gagne et al, 2001 ;
Garcia-Reyero et al, 2001 ; Witters et al, 2001) et les effluents des eaux usées (Kuch
et Ballschmiter, 2000 ; Lopez de Alda et Barceld, 2001 ; Snyder et al, 2001 ; Tilton
et al., 2002 ; D’Ascenzo et al., 2003 ; Huggett et al, 2003). Toutefois, il y a une pénurie
de données sur les niveaux des perturbateurs endocriniens dans l'eau de mer (Fossi et al,

2002 ; Gong et al., 2003).

L'application de pesticides dans les pratiques agricoles est une méthode bien établie
pour controler la croissance des mauvaises herbes et réduire la perte de culture causée par

les organismes nuisibles (Deme et al., 2014 ; Deng et al., 2014). Les herbicides sont inclus
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dans un large éventail de micropolluants organique avec un impact écologique dont
l'utilisation permet de maximiser les rendements des cultures. L'usage répandu des
herbicides a fait 1'objet de contréle au cours de ces dernieres années (Benitez et al., 2007 ;
Fontecha-Camara et al., 2008 ; Fontecha-Camara et al, 2011 ; Wols et Hofman-Caris,
2012 ; Andersen et al, 2013). Les travaux de Rivera et al. (1986) ; Najdek et Bazulic
(1988) ; Rico et al. (1989) ; Mhlanga et Madziva (1990) ; Ramesh et al (1990) ;
Hadfield et al. (1993) ; Maund et al. (1997) ; Sundaram (1997) et Navarro et al. (2004)
ont indiqué des dommages écologiques causés dans diftérents écosystémes aquatiques suite a

['utilisation des herbicides.

L’Algérie est parmi les principaux pays utilisateurs de produits agrochimiques
en Afrique, l'utilisation des pesticides a usage agricole est de plus en plus fréquente
suite a l'augmentation des superficies cultivées, ainsi preés de 7000 substances actives
de pesticides y sont commercialisées annuellement. En plus, il existe plus de 2300 tonnes
de pesticides périmés répartis sur 500 sites détenus majoritairement par les anciennes

entreprises nationales des produits phytosanitaires (Bouziani, 2007).

Le drainage des surfaces agricoles contenant des concentrations sensiblement élevées
est évidemment le facteur principal responsable de la pollution (Watanabe et al, 2007).
Malheureusement, leur exposition n'est généralement pas limitée a l'endroit ou ils sont
appliqués, ils atteignent d'autres endroits environnementaux par le biais de divers
processus de transport physiques et affectent les organismes vivants (Kloeppel et al,
1997 ; He et al.,, 2005). Les dommages causés par les herbicides sont importants en raison
du déséquilibre qu'ils créent dans les écosystemes naturels (McKelvey et al, 2002). Au
niveau des organismes aquatiques, ils peuvent induire la production d'especes réactives
d'oxygene (ERO) (Ahmad et al, 2000 ; Uner et al, 2006) et provoquer un déséquilibre
entre la production des ERO et l'activité antioxydante endogene (Kamat et al, 2000). La
réponse biologique des organismes aquatiques induit souvent des changements aux
niveaux cellulaires et biochimiques, entrainant des modifications dans la structure et la

fonction des cellules (Parvez et Raisuddin, 2005).

Pour estimer l'impact de la pollution, les biomarqueurs ont été couramment utilisés en
tant qu'indicateur du stress cellulaire (Tsangaris et al, 2011), ils sont fréquemment utilisés
pour évaluer la qualité de l'habitat (Maria et al, 2009). L'approche multibiomarqueurs
basée sur l'utilisation combinée de diftérents biomarqueurs peut a la fois signaler une
exposition aux contaminants et quantifier leurs effets sur la santé des organismes, ce qui

permet une évaluation plus compléte et intégrée de la qualité de l'environnement (Adams,
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2005 ; Broeg et Lehtonen, 2006 ; Humphrey et al, 2007). Quoique, la réponse
physiologique des organismes marins dépend fortement des fluctuations des facteurs
biotiques et abiotiques (Nahrgang et al, 2013 ; Schmidt et al, 2013) qui peuvent
entrainer des difficultés pour interpréter les effets biologiques exercés par les xénobiotiques
(Camus et al., 2004 ; Manduzio et al ., 2004). En plus, les changements des teneurs des
biomarqueurs peuvent tout simplement étre une partie naturelle du cycle physiologique
annuel de l'espece et donc tout a fait sans rapport avec les changements dans I'exposition aux

xénobiotiques (Sheehan et Power, 1999).

Au niveau du golfe d’Annaba, la faune et la flore benthique sont des échantillons
représentatifs appropriés d'une grande importance pour expliquer le lien entre 1'état de santé
des organismes aquatiques et les niveaux de contamination. Des études antérieures menées
au golfe d’Annaba ont démontré l'effet de la pollution sur la moule Perna perna (Belabed
et al, 2013), le mollusque Donaxr trunculus (Hamdani et Soltani-Mazouni, 2011), le
gastéropode Phorcus turbinatus (Boucetta et al., 2016) et Patella caerulea (Boumaza, 2014)
et le phanérogame Posidonia oceanica (Boutabia-Trea et al, 2017). Toutefois, peu
d’informations existent sur le développement de l'oursin Paracentrotus lividus au niveau du
golfe d’Annaba. Ce dernier, est un échinoide comestible retrouvé en grande abondance sur
les cotes méditerranéennes (Tejada et al., 2013), ses gonades en font de lui un fruit de mer
trés appréciée dans divers pays (Ferniandez-Boan et al, 2013 ; Powell et al, 2014). En
plus de sa valeur en tant que nourriture de luxe (Cook et Kelly, 2007), il s'est également
révélé étre un excellent bioindicateur de la pollution dans le milieu marin en raison de ses
habitudes sédentaires et sa sensibilité connue aux polluants (Soualili et al, 2008). Il a été
utilisé dans plusieurs études en tant que bioindicateur de la pollution locale (Demnati et al,
2002 ; Coteur et al, 2003 ; Bayed et al, 2005 ; Angioni et al, 2014). Au cours des
dernieéres années, il a acquis de l'importance en tant qu'organisme modéle dans les
programmes de biosurveillance des écosystémes marins (Bellas et Paredes, 2001 ;

Fabbrocini et al, 2010).

Dans le cadre de ce travail de thése, il est apparu important de disposer d’'une approche
multidimensionnelle en ayant recours a une approche biologique intégrée qui a été
sélectionnée a l'aide d'une combinaison de mesures physiques, chimiques et biologiques
afin de mettre en place une étude assez compléte pour qualifier I'état de santé des
eaux du golfe d'Annaba en utilisant I'oursin Paracentrotus lividus. Nous avons donc choisi

de focaliser nos efforts sur trois principaux objectifs :
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1) Evaluation du niveau trophique par la mesure et le dosage des parameétres
physicochimiques.
2) Déterminer la qualité écotoxicologique par le dosage des pesticides.

8) Evaluation du niveau de la pollution par le dosage des biomarqueurs.

Le présent travail comporte deux parties indépendantes mais complémentaires, la
premiére partie est une compilation des connaissances bibliographiques sur la pollution
marine, le stress oxydatif et les biomarqueurs et enfin une présentation de l'oursin
Paracentrotus lividus. Ces informations sont utiles pour linterprétation des résultats
obtenus. La deuxiéme partie est analytique et s'intéresse a la biosurveillance de la

pollution des eaux cotieres du golfe d’Annaba, cette partie comportera trois chapitres :

o Le premier chapitre abordera 1'évaluation du niveau trophique, cette étude vient
compléter les travaux antérieurs, elle a pour objectif de quantifier a l'aide d’une
approche classique le niveau d'enrichissement par le dosage des nutriments.

o Le deuxiéme chapitre portera sur la détermination de la qualité écotoxicologique
par le dosage des pesticides a savoir le diuron, l'atrazine, le nonylphénol et le
glyphosate.

o Le troisieme chapitre portera sur l'estimation du niveau de la pollution a l'aide des
marqueurs biochimiques, il est basé sur le dosage des biomarqueurs au niveau des

gonades de l'oursin Paracentrotus lividus.

Au niveau de ces 8 chapitres, nous avons présenté tout d'abord la description
du site et des stations d'échantillonnage, ensuite nous avons procédé a une explication
détaillée des méthodes de dosages réalisées ainsi que le traitement statistique utilisé
pour l'exploitation des données expérimentales obtenues ; puis une discussion qui
regroupera l'ensemble des résultats obtenus et leurs comparaisons avec ceux de la

littérature vient enserrer chaque chapitre.

Enfin ce manuscrit sera cloturé par une conclusion et des perspectives pour l'ensemble

du travail de thése.
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Cette premiere partie traitera trois volets : la pollution marine, le stress oxydatif
et les biomarqueurs ainsi que la présentation d'un organisme sentinelle, l'oursin

Paracentrotus lividus.

I. Pollution marine

Au cours des derniéres décennies les zones coOtieres ont été le théatre d'un
développement accéléré un peu partout dans le monde (Key et al, 2006), la croissance
démographique et le développement industriel des cinquante derniéres années ont contribué
a l'augmentation radicale des volumes d’eaux usées déversées et des polluants qu'elles
transportent le long des cotes (Marcotrigiano et Storelli, 2003). En effet, qu’il s’agisse
du développement urbain, industriel et agricole, I'activité humaine exerce une pression de
plus en plus grande sur les milieux marins (Rao et al, 2007). Les principaux polluants

retrouvés sont :

I.1. Eaux usées

La pollution engendrée par le déversement des eaux usées est l'une des formes de
pollution les plus répandues et les plus dommageables pour I'ensemble des écosystémes
marins cotiers (Espinosa et al, 2007). Lorsqu’elles ne sont pas traitées convenablement,
les eaux usées d’origine domestiques transportent avec elles des quantités excessives de
nutriments, des bactéries pathogénes et de matieéres en suspension (Siung-Chang, 1997).
Alors que celles d’origine industrielles renferment des polluants organiques et inorganiques
(Kaiser, 2001). Le rejet croissant des eaux usées favorise le phénoméne d’eutrophisation,
ce dernier est défini comme étant lenrichissement des eaux par les nutriments,
spécialement les composés azotés et phosphorés causant ainsi l'accélération de la

croissance du phytoplancton (Smayda, 2008).

I.2. Métaux lourds

Les métaux lourds aussi nommés éléments traces métalliques (ETM), sont
présents dans le milieu marin de fagon naturelle et certains sont mémes essentiels au
bon fonctionnement de nombreux processus biologiques. Cependant, de trop grandes
concentrations de ces métaux, principalement des métaux dits non-essentiels, peuvent

s’avérer toxiques pour les organismes aquatiques (Daby, 2006). Les effets des métaux
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lourds sur le milieu marin sont considérés comme un grave probléme de la pollution.
En effet leur exceés peut provoquer une altération des mécanismes biologiques, I'induction
de la formation des radicaux libres (Sensi et Jeng, 2004) et I'inhibition des activités

enzymatiques de certaines antioxydantes (Splittgerber et Tappel, 1979).

I.3. Hydrocarbures

La pollution des écosystémes marins par les hydrocarbures est un phénoméne qui
souleve l'inquiétude des gouvernements nationaux et de la communauté internationale
depuis de nombreuses années (Abdullah, 1997). Des accidents aussi spectaculaires que les
grands déversements de pétrole et leurs effets dévastateurs sur les écosystémes marins et

cotiers n'ont pas manqué d’attirer 'attention des médias du monde entier (Kaiser, 2001).

I.4. Pesticides

I.4.1. Définition

Couramment appelé produit phytosanitaire, pesticide est un mot récent emprunté
a la langue anglaise, il date de 1959. Il est composé de pest «insecte, plante nuisible
ou parasite » (lui-méme emprunté au francais peste au XVle siecle) et de -cide, du
latin caedere « frapper, abattre et tuer » (Lopez et al., 2005 ; Gatignol et Etienne, 20 10).
Les pesticides regroupent I'ensemble des produits utilisés dans le secteur agricole ou dans

d'autres applications pour éliminer les organismes nuisibles (Regnault-Roger et al., 2005).

L'agence de protection de 1'environnement des Etats-Unis définit un pesticide comme
étant n'importe quelle substance prévue pour empécher, détruire, repousser ou atténuer
n'importe quel parasite. Ceci inclut les insecticides, les herbicides, les fongicides, les

tumigenes, les algaecides et d'autres substances (Landgraf et al, 1998).

La réglementation francaise et européenne ne reconnait pas l'appellation pesticide,
mais elle définit précisément les notions de produits phytopharmaceutiques et de biocide, la
directive européenne 98/8/CE 16 du février 1998 concernant la mise sur le marché des
produits biocides, les définit comme : substances actives et préparations contenant une ou
plusieurs substances actives qui sont présentées sous la forme dans laquelle elles sont livrées
a l'utilisateur, elles sont destinées a détruire, repousser ou rendre inoftensifs les organismes
nuisibles et a en prévenir l'action ou a les combattre (Calvet et al, 2005). Cependant

l'article 2 de la loi Algérienne du journal officiel N°87-17 du 1 aolt 1987 relative a la

7



Premiére partie : Synthese bibliographique

protection phytosanitaire désigne par pesticide : toute substance ou mélange de substances
destiné a repousser, détruire ou combattre les organismes nuisibles en vue de la protection

ou de I'amélioration de la production végétale (JORA, 1987).

Les pesticides regroupent de nombreuses substances utilisées pour la prévention,
le controle ou I'élimination d’organismes jugés indésirables (Fréry et al, 2017), on

distingue principalement d'un point de vue réglementaire :

o Produits phytopharmaceutiques ou phytosanitaires, utilisés principalement pour la
protection des végétaux en agriculture ou dans d’autres secteurs (Commission
Européenne, 2009).

o Biocides, substances actives utilisées dans des applications comme la conservation
du bois, la désinfection ou la lutte antiparasitaire, dans le but de détruire,
repousser ou rendre inoffensifs les organismes nuisibles (Commission Européen,
1998).

o Certains médicaments utilisés pour lutter contre les ectoparasites a usage
vétérinaire (Commission Européen, 2004a) et humain (Commission Européen,

2004b).

I.4.2. Composition des pesticides

Les pesticides sont constitués d'une ou de plusieurs substances actives, d’adjuvants
pour faciliter ou accélérer 'action toxique des substances actives sur les organismes ciblés et
d'un diluant généralement inerte. Une fois dans l'environnement les substances actives
seront dissociées des adjuvants et auront par conséquent un effet toxique parfois moindre
par rapport au produit en formulation commerciale (Lipok et al, 2010). Cependant, bien
qu'atténuée, la fonction toxique demeure et provoque des effets indésirables sur les

écosystemes (Prosser et Hart, 2005).

1.4.3. Classification

I1 existe deux systémes de classification des pesticides et ils sont comme suit :
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1.4.3.1. Premier systeme de classification

Les pesticides sont généralement classés selon la nature des cibles visées; il existe
principalement trois grandes familles : les herbicides, les fongicides et les insecticides. A
celles-ci s’ajoutent d’autres familles, moins fréquentes, telles que les rodenticides, les
molluscicides, les nématocides, les acaricides et les corvicides (Faurie et al, 2003 ;

Hildebrandt et al., 2008)

1.4.3.2. Deuxiéme systéme de classification

Ce systéme de classification repose sur la nature chimique de la substance active
majoritaire qui compose les produits phytosanitaires (Calvet et al., 2005). Cependant il ne
permet pas de définir de maniére systématique un composé, certains pesticides peuvent en
effet étre composés de plusieurs familles chimiques (Raoul et al, 2005). Les principaux

groupes chimiques sont comme suit :
1.4.3.2.1.0rganochlorés

Organochlorés (OC) sont des pesticides organiques de synthese a base de chlore, ils ont
connu une forte utilisation en agriculture (1940-1960) (Rodgers, 2010). Les OC ont une
forte persistance et des risques d’accumulation dans les sols, les tissus végétaux et les
graisses animales (Raven et al, 2009). Cette classe de pesticides comprend le lindane,
I'aldrine, la dieldrine, la chlordécone et le DDT qui est le premier insecticide moderne utilisé
aussi bien en agriculture que dans la lutte contre certaines épidémies (Boily et al, 2004).
I1 est actuellement interdit dans la plupart des pays occidentaux, mais continue a étre
largement utilisé dans les pays en voie de développement (Fénichel et Brucker -Davis,

2008).

1.4.3.2.2.0rganophosphorés

Organophosphorés (OP) sont des pesticides qui ont été commercialisés a partir des
années 1970, pour remplacer les OC désormais interdit, ils se sont rapidement imposés du
fait de leur rémanence plus faible et de leur grande efficacité (Galgani et Bocquené, 1998).
Ces produits présentent une toxicité aigué bien plus forte que les OC, ils peuvent interferer
avec le systeme nerveux (Xu et al., 2012). Leur grande toxicité est en effet une des causes les

plus fréquentes d’empoisonnement dans le monde agricole (Koelle, 1994).
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I.4.3.2.3. Carbamates

Les carbamates sont apparus a la fin des années 1940, leur développement est lié
tout comme les OP a l'interdiction progressive des OC a partir des années 1970. Les
carbamates contiennent des produits comme l'aldicarbe, le carbofuran ou le carbaryl
(Galgani et Bocquené, 1998). Ils ont un large spectre d’action, mais sont moins toxiques

que les précédents (Raven et al, 2009).
1.4.3.2.4. Pyréthrinoides

Les pyréthrinoides sont les analogues synthétiques des pyréthrines, qui sont des
substances naturelles présentes dans les fleurs de chrysanthéme. Leur apparition remonte
aux années 1970, c’est-a-dire apres l'interdiction des pesticides OC. Ils peuvent s’accumuler
dans T'environnement et I'organisme humain, ils sont trés solubles dans les graisses et

instables chimiquement (Legube, 2009 ; Fréry et al., 2017).

Outre les principaux groupes chimiques cités, il existe de nombreuses autres familles
comme les aldéhydes, les amides, les pyridil, les urées substituées, les triazines, les

aminophosphates et les isoxazoles (Marc, 2004 ; Murati, 2012)

I.4.4. Utilisation des pesticides en Algérie

Les pesticides sont devenus omniprésents dans notre société moderne, leur
développement a contribué a améliorer notre qualité de vie, mais il a aussi fait naitre de
nouveaux dangers. Dans notre pays, I'usage des produits phytosanitaires se répand de plus
en plus avec le développement de I'agriculture, mais aussi dans le cadre des actions de lutte
contre les vecteurs nuisibles. La fabrication des pesticides a été assurée par des entités
autonomes de gestion des pesticides comme : Fertial et Moubydal. Mais avec I'économie de
marché actuelle, plusieurs entreprises se sont spécialisées dans I'importation d’insecticides et
divers produits apparentés. Ainsi, environ 400 produits phytosanitaires sont homologués en
Algérie, dont une quarantaine de variétés sont largement utilisées par les agriculteurs. C'est
la loi n® 87-17 du 1¢" aolt 1987, relative a la protection phytosanitaire, qui a instauré au
départ les mécanismes qui permettent une utilisation efticace des pesticides. Cette loi régit
les aspects relatifs a 'homologation, I'importation, la fabrication, la commercialisation,
I'étiquetage, 'emballage et I'utilisation des pesticides. Récemment, dans notre pays, 1'usage

des pesticides ne cesse de se multiplier dans de nombreux domaines et en grandes quantités.
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C'est le milieu agricole d’abord qui utilise des tonnes de pesticides et des raticides; ces
produits sont consacrés en majorité pour le traitement des cultures, la lutte contre les
rongeurs et pour augmenter la production agricole. Ainsi, I'épandage de pesticides est
courant sur les champs de pommes de terre dans le but de détruire les parasites pour la

protection des récoltes (Bouziani, 2007).

En application des dispositions de I'article 8 de I'ordonnance N° 03-04 du 19 Joumada
El Oula 1424 correspondant au 19 juillet 2003 et conformément aux dispositions de
la loi N° 87-17 du 1°r aolit 1987 et sous réserve du dispositif réglementaire institué par
le décret exécutif N° 03-451 du 1¢* décembre 2003, susvisés le décret de 31 janvier 2010
a pour objet de fixer les mesures applicables lors d’importation et d’exportation de
produits phytosanitaires a usage agricole (Boumaza, 2017). L'importation de produits
phytosanitaires a usage agricole est exercée par des importateurs agréés conformément
a la réglementation en vigueur et elles doivent obéir aux réglementations suivantes

selon le journal officiel (JORA, 2003) :

N .

o L’'importation de produits phytosanitaires a usage agricole est interdite lorsque le
produit n’est pas homologué dans le pays d’origine.

o Les produits phytosanitaires a usage agricole importés doivent étre accompagnés du
bulletin d’analyse correspondant a chaque lot justifiant que le produit est conforme
aux exigences ayant prévalu a son homologation en Algérie, délivrée par un
laboratoire agréé par les services officiels du pays d’origine.

o Les produits phytosanitaires a usage agricole destinés a I'exportation sont soumis au

controle de conformité par I'inspection phytosanitaire.

I.4.5. Impact des pesticides sur le milieu marin

D'une maniére générale, le devenir des pesticides dans le milieu est lié a la forme sous
laquelle sont commercialisés les produits (Getzin, 1985), a la nature du terrain (Gerstl,
1990), aux pratique culturales (Logan et al, 1987) et aux conditions météorologiques. Les
propriétés physicochimiques des diftérentes molécules vont conditionner leur transfert vers
le milieu aquatique (Galgani et Bocquené, 1998). La biogéochimie des pesticides en milieu
marin est complexe, la forme particuliére ou libre des composés et leur partition dans les
compartiments biotiques et abiotiques vont intervenir sur leur disponibilité pour les
organismes vivants. De méme leurs propriétés intrinséques conditionnent le devenir de ces

molécules (Kenaga, 1972), les concentrations dans les sédiments et dans les chaines
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alimentaires est fréquente et conduit a des niveaux de contamination trés importants

pour les niveaux trophiques supérieurs (Ramade, 1992).

L'arrivée de ces pesticides dans l'environnement marin et les perturbations qui peuvent
en résulter on fait prendre conscience de la nécessité d'action de biosurveillance visant a
évaluer les niveaux de contamination et permettant de dégager les tendances de 1'évolution
de la contamination et de 1'état de santé des organismes qui y vivent (Galgani et Bocquené,
1998). Plusieurs travaux ont reconnu leur effets délétéres chez les organismes vivants
(Adedeji et Okocha, 2012 ; Sani et Idris, 2016) qui n'étaient pas visés par le traitement

phytosanitaire (Maroni et al.,, 2000).

La diversité des molécules présentes dans le milieu rend difficile leur quantification
par des méthodes chimiques. De méme, bien que spécifiques et quantitatives, les seuls
mesures chimiques ne permettent pas de conclure quant a la signification biologiques de la
pollution du milieu, en eftet la présence de produits de dégradation et de métabolites pour
lesquels l'analyse est généralement beaucoup plus délicate, voir méme impossible pour
certains, pose le probléme de I'évaluation de la contamination réelle de l'environnement.
Dans ce contexte, l'utilisation de mesure relative a la réponse du systéme biologique appelé

biomarqueur est de plus en plus répondue.

II. Stress oxydatif et biomarqueurs

II.1. Définition du stress oxydatif

Le stress oxydatif a été défini par Halliwell (1987), comme la production d’espéces
réactives de I'oxygene et est synonyme de dommage. Pour Sies (1997), c’est un déséquilibre
entre les systémes prooxydants et antioxydants en faveur des premiers, et sources d’eftets
toxiques potentiels. Tandis Favier (1997, 2006) et Grandjean (2005), ont défini le stress
oxydatif comme est I'état dans lequel les réactions prooxydantes dépassent les capacités
antioxydantes d'un tissu ou dun organisme, il résulte un déséquilibre du taux:

antioxydants/prooxydants.

Selon les points de vue actuels, le stress oxydant peut étre défini comme étant un
déséquilibre entre la production et I'élimination des métabolites réactifs de l'oxygene et
du nitrogeéne en faveur de leur production conduisant a des dommages potentiels

(Durackova et al., 2008).
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I1.2. Especes réactives de 'oxygene

Les especes réactives de l'oxygene (ERO) «de I'anglais Reactive Oxygen Species
(ROS) sont des dérivés de l'oxygene dont certains électrons se trouvent dans un état
énergétique excité, donc tres réactionnel. En plus de I'oxygene, certaines ERO contiennent
également un atome d’azote et sont aussi appelées especes réactives de 'azote (ERN) « de
I'anglais Reactive Nitrogen Species (Haleng et al, 2007) avec pour premier maillon le
radical monoxyde d’azote (*NO). En réalité les ERN sont un sous-groupe des ERO, puisque
le monoxyde d’azote contient déja I'atome d’oxygeéne, que la formation des dérivés du *NO
dépend de la présence de I'oxygene et que les ERN contiennent tous un ou plusieurs atomes
d’oxygene, la nomination d'especes réactives de I'oxygene et de I'azote « Reactive Nitrogen
Oxygen Species (RNOS) » peut étre aussi utilisée pour désigner I'ensemble des ERO et ERN

(Serteyn et al., 2002).

Les ERO sont des molécules réactives produites dans les cellules vivantes au cours
des processus vitaux normaux, elles sont générées dans la plupart des compartiments
cellulaires (Del Rio et al, 2006 ; Mittler et al, 2004 ; Navrot et al., 2007). Les ERO
se composent a la fois de radicaux libres et des formes non radicalaires (Novelli, 1997 ;
Halliwell, 1987). Le tableau 01 résume les différentes espéces réactives d’oxygenes

(Gardés-Albert et Vasson, 2005).

Tableau 01 : Diftérentes especes réactives de I'oxygeéne impliquées dans le stress oxydant.

Radicaux libres Dérivés oxygénés non radicalaires
Radical superoxyde (Os*) Oxygene singulet (72 O,)

Radical perhydroxyle (HO.®) Peroxyde d’hydrogene (H.O,)

Radical hydroxyle (*OH) Nitroperoxyde (ONOOH)

Radical peroxyle (RO.*®) Peroxynitrite (ONOO-)

Radical alkoxyle (RO®) Acide hydro chloreux (HOCI)
Monoxyde d’azote (NO®)

II.3. Principales sources d’especes réactives de 'oxygéne

I1 existe deux sources principales d’especes réactives de 'oxygene et elles sont comme

suit :
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I1.3.1. Sources endogenes

La production des ERO dans la cellule est essentiellement d’origine enzymatique et

déroule de plusieurs sources possibles :

I1.3.1.1 NAD(P)H oxydase

La NAD(P)H oxydase est une enzyme membranaire qui catalyse la réduction
mono-électronique de T'oxygéne en utilisant le NADPH ou le NAD comme donneur
d’électron, c’est un complexe multimérique de structure similaire, mais non identique
pressant dans tous les cellules phagocytaires et non phagocytaires (Griendling et al,
1994), I'ion superoxyde issu de la réaction catalysée par la NAD(P)H oxydase est expulsé
hors de la cellule ou dans une vésicule de phagocytose ou au sein du cytoplasme (Griendling

et al., 2000).
I1.3.1.2. Xanthine oxydase

La xanthine oxydoréductase est une molybdo-enzyme catalysant l'oxydation de
I'hypoxanthine et de la xanthine au cours du métabolisme des purines en générant de I'O.® -

et HoO, (Salvayre et Salvayre, 2005).

I1.3.1.3. Enzymes de la voie de I'acide arachidonique

L’acide arachidonique est un acide gras polyinsaturé qui joue un roéle de second
messager via une voie de signalisation impliquant le contrdle de la protéine kinase C et de la
MAP kinase p38 (Bianchi et al, 2002 ; Bécuwe et al., 2003), il provient de I'hydrolyse des
phospholipides membranaires par la phospholipase A, dont la destinée est double: la
synthese de la leucotriénes d'une part et des prostaglondines-thromboxanes d’'une autre part,
ces deux voies sont régulées par l'action catalytique des lipo-oxygénases et des cyclo-
oxygénases respectivement. Ces enzymes sont impliquées dans la production des ERO

(Bonizzi et al., 2000).

11.3.1.4. Mitochondrie

Au sein de la chaine respiratoire mitochondriale une proportion significative de
I'oxygene (2 a 6 %) échappe a la réduction compléte en molécule d’eau et subit une réduction
monoélectronique au niveau des complexes I, II et III de la chaine respiratoire pour donner

naissance a l'anion superoxyde (Kowaltowski et al, 2009 ; Murphy, 2009). Entre
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70 a 80 % de 'anion superoxyde cellulaire est produit au niveau de la chaine respiratoire
mitochondriale faisant de cette derniére le site majeur de production de '02®- dans la cellule

(Hamanaka et Chandel, 2010).
I1.3.1.5. Peroxysome

Le peroxysome est un organite cellulaire entouré par une membrane simple et
ne contenant pas de matériel génétique, il contient de nombreuses enzymes capables de
générer une grande quantité de peroxyde d’hydrogeéne, toutefois 1'HoO, généré est
rapidement détoxifié par la catalase peroxysomale (Hwang et al, 2012). I semblerait que
I'échappement HoO, du compartiment peroxysomal soit trés faible et jusqu'a présent aucun

role spécifique des ERO d’origine peroxysomale n’a été décrit (Beaudeux et Vasson, 2005).
I1.3.1.6. Réticulum endoplasmique lisse

Le réticulum endoplasmique est un sous compartiment cellulaire séparé en réticulum
endoplasmique rugueux et lisse, le réticulum endoplasmique lisse contient des enzymes qui
catalysent les réactions de détoxification des molécules pharmacologiques liposolubles et
d’autres métabolites toxiques. La plus connue de ces enzymes est le cytochrome P450 qui
oxyde les acides gras insaturés et les xénobiotiques tout en produisant des ERO (Halliwell

et Gutteridge, 1986,1988 ; Beaudeux et Vasson, 2005).

I1.3.1.7. Lysosome

Au niveau des lysosomes, la myéloperxydase (MPO) lysosomale est une enzyme
responsable de la production de 'acide hypochloreux (HOCI), produit par oxydation de I'ion
Cl - par le peroxyde d’hydrogene. Elle possede une activité de peroxydase et une activité de
chloration, utilisant dans les deux cas le peroxyde d’hydrogéne comme substrat oxydant. En
complément, la MPO peut catalyser l'oxydation de lion nitrite (NOy") en formant des

especes réactives d’azote (Hazen et al, 1999).
I1.3.1.8. Noyau

La membrane nucléaire possede également des cytochromes oxydases et une chaine de
transport des électrons, dont la fonction physiologique est inconnue, son activité est
beaucoup plus faible que celle de son homologue mitochondrial, mais une perte d’électrons

peut également intervenir, générant ainsi I'anion superoxyde : I'effet de ces ERO produits a
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proximité de 'ADN nucléaire pourrait étre fonctionnellement important, par leur capacité a

générer des 1ésions oxydatives de 'TADN (Halliwell et Gutteridge, 1999).
I1.3.2. Sources exogenes

Les sources exogenes des ERO peuvent étre représentées par divers facteurs qui
peuvent étre due a des molécules toxiques tels que 'oxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote
(NO.), présents dans notre environnement participent a la geneése de radicaux
libres, car ils sont responsables d’une auto-oxydation des acides gras polyinsaturés

(Bartsch et Nair, 2000 ; Bonnefont-Rousselot et al., 2001).

Les métaux lourds peuvent étre responsables dans la formation des ERO, leur
role est lié a leur capacité a exister sous diftérents états d’oxydation. En effet, les cations
d’éléments : Fe, Cu, Cr ou Mn, sont capables de céder un ou plusieurs électrons susceptibles
de réduire I'oxygene et ses dérivés. La plus connue de ces réactions est la réaction de Fenton
qui se produit en présence de fer ferreux et qui conduit a la réduction du peroxyde
d’hydrogeéne en radical hydroxyl et en anion hydroxyl. D’autres réactions de ce type faisant
intervenir des métaux réduits ont également été décrites, telle que la réaction d’Haber-Weiss
au cours de laquelle le peroxyde d’hydrogene réagit avec un radical superoxyde, comme
I'anion superoxyde, aboutissant, la encore, a la production du radical hydroxyle (Remon,

2006).

Certaines métaux ou dérivées métalliques exercent une action inhibitrice sur les
activités de biotransformation des xénobiotiques (Forlin et al, 1986), les métaux qui
n‘existent que sous un seul état d’oxydation tel que le cadmium et le nickel, peuvent
induire une accumulation de ERO pour trois raisons : une perturbation de certaines voies
métaboliques, une inactivation des enzymes du systéme antioxydant ou un épuisement
du stock de molécules de faible masse moléculaire comme I'ascorbate, le glutathion, la
vitamine E ou les caroténoides, qui présentent des capacités antioxydantes (Sanita Di

Toppi et Gabbrielli, 1999).

Le métabolisme de certaine substance exogeéne et l'auto-oxydation spontanée des
métabolites réduits : les substances se comportent comme des systémes redox, réduits par
vole enzymatique par réduction a un électron, peuvent transférer cet électron a l'oxygene

moléculaire en I'activant sous forme de radical superoxyde (Cossu, 1997a).
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La contamination par les pesticides peut provoquer une augmentation de la production
d'espéces réactives dans différents organismes (Ahmad et al,, 2000 ; Uner et al., 2006). A

cela s'ajoutent d'autres facteurs tels que les rayonnements ultra-violets (Ward et al,, 1987).

I1.4. Réle physiologique des espéces réactives de 'oxygene

Traditionnellement, les dérivés partiellement réduits de I'oxygene étaient simplement
considérés comme des sous-produits toxiques du métabolisme (Arora et al, 2002), a
I'heure actuelle, ils sont également percus comme des molécules signal qui contrdlent des
processus comme la mort cellulaire programmée, les réponses aux stress abiotiques et

biotiques (Gapper et Dolan, 2006 ; Gadjev et al., 2006). Aussi, ils peuvent intervenir dans

la stimulation de certains récepteurs membranaires (Chabaud, 2007).

IL.5. Défenses physiologiques contre le stress oxydatif

L'organisme dispose de nombreuses substances endogénes capables soit de maintenir
les especes réactives de I'oxygene a des concentrations quasi stationnaires (c’est le cas des
antioxydants enzymatiques), soit de piéger ces especes (antioxydants non enzymatiques)

(Van der Oost et al., 2003).

II.5.1. Définition d'un biomarqueur

Un biomarqueur est un changement observable et/ou mesurable au niveau moléculaire,
biochimique, cellulaire, physiologique ou comportemental qui révele I'exposition présente
ou passée d'un individu a au moins une substance chimique a caractere polluant (Lagadic

et al, 1997).

II.5.2. Biomarqueurs de défense

Les principaux mécanismes d'action des biomarqueurs développés par les organismes
vivants visent a éliminer les ERO et les catalyseurs de leur formation, induire la synthese
des antioxydants, augmenter l'activité des systémes de réparation et l'élimination des
molécules endommagées (Hamid-Oglis et al, 1997), les principaux biomarqueurs de

défense sont comme suit :
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I1.5.2.1. Ethoxyrésorufine- O-dééthylase

L'éthoxyrésorufine-O-dééthylase (EROD) est une enzyme monoxygénase a
fonction mixte dépendante du cytochrome P450, l'induction des monoxygénases permet
la biotransformation de polluants hydrophobes en composés hydrosolubles, constitue
une réponse de défense de l'organisme aux polluants parce qu'elle limite les interactions
avec les composants cellulaires qui peuvent étre déléteres pour l'organisme (Estabrook

et al., 1963).
I1.5.2.2. Superoxyde dismutase

La superoxyde dismutase (SOD) est une métalloenzyme qui est capable de dismuter
I'ion superoxyde en molécule de peroxyde d’hydrogeéne et d'oxygene, elles comportent un
métal de transition (FFe, Mn ou Cu) au niveau de leur site actif, dans la réaction de
dismutation, l'ion métallique capte un électron de l'anion superoxyde et le transfert au

noyau imidazole de l'une des histones du site actif (McCord et Fridovich, 1969).

I1.5.2.3. Catalase

La catalase (CAT) est une enzyme peroxysomale dont le role est de prévenir
les peroxydations des molécules biologiques induites par le peroxyde d'hydrogeéne
(Aarab, 2004), elle est capable de transformer le peroxyde d'hydrogéne en eau et en

oxygene moléculaire (Ko et al., 2000).
I1.5.2.4. Glutathion -S transférase

La Glutathione - S transferase (GST) est une enzyme de désintoxication de phase
II qui participe aux défenses antioxydantes (Hajime et al, 2005) dont la fonction est
de conjuguer le GSH a des composés électrophiles par formation d'un pont thioéther
(Foureman, 1989), les produits sont ensuite métabolisés en en acide mercapturique puis

excrétés dans la bile ou l'urine (Roméo et Giambérini, 2008).

II.5.2.5. Glutathion peroxydases

La glutathion peroxydase (GPx) est une enzyme capable de détoxifier le peroxyde
d'hydrogene et d'autres hydroperoxydes d'origine lipidique en couplant la réduction de

I'hydroperoxyde avec l'oxydation d'un substrat réducteur ; dans le cas de la GPx ce
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substrat est le GSH, mais d'autres peroxydases peuvent utilisée le cytochrome c et

le NADH (Ursini et al., 1995).

I1.5.2.6. Glutathion

Le glutathion est un tripeptide impliqué dans de nombreux processus métaboliques
parmi lesquels le maintien des communications intracellulaires et la prévention de
I'oxydation des groupements thiols grace a son pouvoir réducteur (Barhoumi et al, 1993).
I1 est présent majoritairement a 1'état réduit (GSH) dans les cellules, une augmentation de la

forme oxydée (GSSG) traduit un stress oxydant (Hamid-Ogus et al, 1997).
II.5.2.7. Acide lipoique

L'acide lipoique est impliqué dans la formation de l'acétylcoenzyme A a partir du
pyruvate, c'est un réducteur puissant sous sa forme réduite capable de réduire le glutathion

et les radicaux peroxyles (Lagadic et al, 1997).
II.5.2.8. Métallothionéine

La métallothionéine (MT) est une protéine de faible poids moléculaire, riche en
cystéines et montrant une forte affinité a lier les ions métalliques (Margoshes et Vallee,
1957). La syntheése de la MT est principalement induite par les métaux essentiels ou non
comme le cuivre, le zinc, le cadmium, le mercure et I'argent. mais aussi dans une moindre
mesure par les composés organismes comme les pesticides ou les antibiotiques (Amiard

et al., 2006 ; Roméo et Giambérini, 2008).

II.5.3. Biomarqueurs de dommage

Les principaux biomarqueurs de dommage sont comme suit :

II.5.3.1. Acétylcholinestérase

L'acétylcholinestérase (AChE) est une enzyme qui hydrolyse rapidement le
neurotransmetteur d'acétylcholine (ACh) en choline et acide acétique (Massoulié
et al., 1993) dans les synapses cholinergiques dans les jonctions neuromusculaires du
systéme nerveux et se retrouve tout au long du systéme nerveux central et périphérique,
elle se retrouve également dans les tissus non neuromusculaires (Harrison et al, 2002).

Selon Day et Scott (1990) et Galgani et Bocquené (1989), l'inhibition d'AChE peut étre
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considérée comme un premier biomarqueur proposé en biosurveillance de la contamination

par les pesticides.

I1.5.3.2. Peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique a été utilisée comme marqueur du stress oxydatif reflétant
I'état de peroxydation des membranes cellulaires des invertébrés et des vertébrés marins
(Damiens et al,, 2004). Le processus de peroxydation des lipides implique une chaine de
réaction conduisant a la décomposition des acides gras polyinsaturés, leur dégradation
induit la formation d'une grande variété de composés comme les radicaux lipidiques
alcoxyles, des cétones, des alcanes, des époxydes et des aldéhydes, dont le malondialdéhyde
(MDA), la plupart de ces composés sont toxiques et mutagenes (Viarengo et al, 1990 ;

Valavanidis et al.,, 2006 ; Almeida et al., 2007).

II.5.4. Approche multibiomarqueur

L'approche multibiomarqueur a pour but d'évaluer la qualité environnementale des
eaux, elle est dorénavant préconisée et employée par tous les spécialistes de 1'écotoxicologie
pour la biosurveillance de la pollution des milieux aquatiques. Différents programmes de
biosurveillance ont été constitué a la fin des années 1986 ayant pour objectif d'étudier de
tacon fondamentale et appliquée (Roméo et Giambérini, 2008) la réponse des organismes
marins a la présence des contaminants. Le principal objectif des programmes de
biosurveillance étaient d'utiliser une batterie de biomarqueurs sur des poissons et des moules
sur plusieurs sites en mer méditerranée (Lehtonen et al., 2006). Les biomarqueurs pris en
considération étaient : l'inhibition de AChE indiquant la neurotoxicité et le
stress général ; l'induction de la MT traduisant l'exposition aux métaux lourds ; l'activité
antioxydante de la catalase et de la GST traduisant un stress oxydants et la
biotransformation des xénobiotiques. A cela s'ajoute d'autres marqueurs tels que : l'activité
des macrophages ; la fréquence des micronoyaux ; les adduits d'ADN et la stabilité de la

membrane lysosomale (Roméo et Giambérini, 2008).

Les programmes de biosurveillance des milieux marins ont pour objectif d'intégrer ces
différents aspects en utilisant comme outils des espéces sentinelles, quand un xénobiotique
est introduit dans un milieu, ses premiers effets s'observent au niveau des organismes, puis
des populations, des communautés et plus tardivement au niveau de 1'écosystéme. Plus la

détection de ces perturbateurs est précoce, meilleures sont les possibilités de remédiation
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et les chances d'en définir la source, ce qui explique l'intérét porté aux organismes sentinelles
et a 1'é¢tude de leurs biomarqueurs. Ces organismes sont en effet des bioindicateurs
particuliers utilisés pour révéler précocement la présence et la toxicité d'un ou de plusieurs
polluants dans le milieu (Berthet, 2008). Diftérents invertébrés ont été utilisés : comme les

poissons, les moules, les gastéropodes et les échinodermes.....ex.

II1. Présentation de 1'espece Paracentrotus lividus
III.1. Position systématique

La classification systématique de l'oursin Paracentrotus lividus selon Fischer et al

(1987) est comme suit :

Embranchement : Echinodermata
Classe : Ehinotdea

Sous classe : Regularia

Ordre : Diadematoidea

Sous ordre : Camarodonta
Famille : Echinidea

Genre : Paracentrotus

Espéce : Paracentrotus lividus

II1.2. Synonymie et noms vernaculaires

L’oursin Paracentrotus lividus a eu des noms scientifiques diftérents au cours des temps,

mais qui ne sont pas valides a savoir (Tortonese, 1965) :

Echinus saxatilis (Tiedemann, 1815).

Echinus lividus (Lamarck, 1816).

Echinus vulgaris (Blainville, 1825).

Echinus purpureus (Risso, 1826).

Toxopneuste lividus (Agassiz et Desor, 1846)
Toxopneuste concavus (Agassiz et Desor, 1846)
Toxopneuste complanatus (Agassiz et Desor, 1846)

Toxopneuste lividus (Heller, 1868)
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Strongylocentrus lividus (Agassiz, 1872)

Paracentrotus lividus (Mortensen, 1903)

Les noms vernaculaires de l'espéce les plus couramment utilisés dans les pays
riverains de la méditerranée sont indiqués dans le tableau 02 (Davidson, 1981 ; Fischer

et al., 1987)

Tableau 02 : Noms vernaculaires de l'oursin Pracentrotus lividus.

Pays Noms

Algérie Quanfoud EI - bahar

Tunisie Quanfoud bahri

Liban Toutia

France Oursin commun, oursin de pierre et chataigne de mer
Italie Riccio di mare

Espagne Erizo de mar

Malte Rizza

II1.3. Distribution géographique

L'oursin Paracentrotus lividus est présent aussi bien dans l'atlantique que dans
la méditerranée, en atlantique il a été signalé depuis I'Irlande jusqu'au Maroc, y compris
les fles Canaries, Agores et Madere (Tortonese, 1965 ; Fischer et al., 1987) et le Sahara
occidental (Allain, 1975). En mer méditerranée, cette espeéce est trés abondant en bassin
occidental puis devient mois abondant dans la partie la plus orientale du bassin Méditerranée

(Tortonese et Vadon, 1987).

En Algérie I'oursin a été signalé dans les cotés Algériennes par différents travaux
de Semroud et Kada (1987) ; Guettaf et al. (2000) ; Dermeche et al. (2009) ; Soualili
et Guilou (2009) ; Rouane-Hacene et al (2017), ces différents auteurs ont signalé la

présence de 'espece Paracentrotus lividus au large des cotes Algériennes.
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II1.4. Caractéres morphologiques

II1.4.1. Morphologie externe

L'oursin Paracentrotus lividus a une forme quasi sphérique avec une symétrie
pentaradale légerement aplatie sur la surface inférieure (Fig.01), dont la couleur varie du
vert olive au violet foncé (Ruppert et Barnes, 1994). le diameétre moyen est de 50 mm et
peut atteindre 70 a 80 mm dans des conditions favorables (Fischer et al, 1987) d'ou son

statut de bon indicateur de I'environnement (Verlaque, 1987).

I1 est recouvert par un test dure formée par la réunion de spicules calcaires qui ont pris
naissance dans lintérieur du mésoderme et que recouvre l'épithélium ectodermique, les
spicules calcaires forment par leur soudure des petites plaques arrangées avec un ordre
en séries portant de l'extrémité supérieure du corps pour aller se terminer a l'extrémité
inférieure et décrivant ainsi chacune une demi-circonférence. Développant deux types de
plaque, celles qui sont percées pour laisser passer les ambulacres et celle dont les plaques ne
possedent pas de semblable ouverture. Il existe dix séries de plaques a ambulacres et dix
séries de plaques non munies d’ambulacres; de plus les séries semblables sont regroupées
cOte a cote deux par deux de maniere a former cinq séries doubles de plaques a ambulacres et
cinq séries doubles de plaques sans ambulacres. Il existe en surplus autour de I'anus des
petites plaques connues sous la dénomination de plaques ocellaires et plaques génitales et
alternant entre elles. Aux plaques génitales aboutissent les zones interambulacraires et les
zones ambulacraires aboutissent aux plaques ocellaires qui sont trés petites. Une des plaques
génitales se fait remarquer parmi les autres grace a sa dimension plus grande et a la présence
sur elle d'une quantité de pores ; elle a été nommée plaque madréporique et c’est par ces

pores que pénetre 'eau de mer a I'intérieur du canal de sable (Roule et al., 1889).

La bouche nommée lanterne d'Aristote, est située dans la partie inférieure porte un
appareil formé de cinq dents calcaires résistantes servant a l'animal pour mastiquer sa
nourriture, la membrane entourant la bouche (membrane péristomiale) comporte de petites
pinces appelées pédicellaires, certains de ces pédicellaires sont venimeux; Ils ont des
fonctions multiples : capture des proies, le nettoyage du test, la défense et empéche les petits

organismes de s’y fixer (Hyman, 1955 ; Boué et Chanton, 1978 ; Roule et al., 1889).
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Genital plate

-
Ambulactal plates

Interambulacral plates

Figure 01 : Morphologie externe de I'oursin Paracentrotus lrvidus. (A): Vue oral, (B): Vue

aboral (Ruppert et Barnes, 1994).

III.4.2. Morphologie interne

Comme tous les oursins réguliers, l'espéce Paracentrotus lividus présente un test
protégeant une grande cavité coelomique, qui loge en grande partie les organes digestifs et
reproducteurs (Fig.02). Tous les autres systémes internes : le systéme aquifére, le systéme
sinusaire, le systeme nerveux et le systéme lacunaire ou sanguin sont repartis entre des
cloisonnements au centre de cette cavité, celle-ci est remplie d’eau de mer ou flottent des

globules sanguins en suspension (Tortonese, 1965).

Le tube digestif fait suite de la bouche, il est entouré sur lui-méme et débouchant a
I'anus, il est attaché a la paroi du corps par des lames mésentériques. Dans tout son parcours,
il n'offre pas la méme consistance en vue du roéle physiologique que jouent ses
différentes parties (Harmelin et al, 1981). Dans une des moitiés en effet s’accomplissent les
phénomenes physiologiques de la digestion et le tube digestif y possede une épaisseur
beaucoup plus grande que dans la seconde moitié ou a lieu la respiration. Il existe un canal

de communication se rendant directement de la premiere partie du tube digestif a la
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seconde ; ce canal qui relie ainsi la partie antérieure du tube digestif a la partie postérieure a

recu le nom de siphon (Roule et al., 1889 ; Beaumont et Cassier, 1973).

Madreporite
Esophagus

Radial canal Stone canal

Axial gland

Tiedomann's body
Radial canal

Ring canal ~_ /57;- .

Aboral T
Intostine Siphon

Onal _ Plate of test

Intestine
Tost
Siphon =" Aristotle's tantern

Radial nerve ——

Netve fin \ Poristomial membrane
i 9 Mouth Pharynx

Figure 02 : Morphologie interne de l'oursin Paracentrotus lividus (Ruppert et Barnes,

1994).

L’appareil ambulacraire est muni de vésicule de poli, envoie cinq canaux ambulacraires
qui se divisent pour fournir une branche aux tentacules péribuccaux et se continue ensuite
dans les zones ambulacraires sous la forme de canaux doubles. Sur le trajet de ces derniers
sont insérés les ambulacres. Le canal de sable va déboucher au-dehors sous la plaque
madréporique ; a ce canal est accolé un deuxiéme canal qui part de I'anneau sanguin
et présente sur son trajet une dilatation nommée glande ovoide dont le réle est peu connu.
Le systéme sanguin est constitué par deux vaisseaux logeant la paroi intestinale: I'un
des deux se place au coté externe de la paroi intestinal, c’est le vaisseau marginal externe ;
le second qui est le vaisseau marginal interne suit ainsi que son nom l'indique, le coté
interne. Le role physiologique de ces vaisseaux est d’absorber les produits digérés et les
transmettre a 'anneau sanguin périoesophagien, pour cela I'un de ces vaisseaux remonte
jusqu'a T'cesophage et y débouche dans I'anneau sanguin. Cet anneau envoie de petites

ramifications dans les vésicules de poli; de méme l'anneau ambulacraire envoie des
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ramifications dans ces vésicules de sorte que le sang passe par la dans le systéme

ambulacraire (Roule et al., 1889).

La morphologie des organes reproducteurs reflete une symétrie radiale, cinq gonades
1 s \ ] . 7 . .,
s'ouvrent dans les pores génitaux pres de l'anus sont disposés radialement dans la cavité
coelomique le long des zones ambulacrales, ils commencent a se développer lorsque

l'echinoide est encore tres petit, d'environ 4 a 6 mm (Spirlet et al, 1994).

II1.5. Respiration

Les oursins réguliers vivent généralement dans les milieux agités tres oxygénés, en
raison de leur anatomie complexe, ils disposent de tissus qui sont pratiquement tous en
contact direct avec le milieu ambiant tant a I'extérieur qu’a I'intérieur du corps. Les échanges
respiratoires se font tres facilement a travers toutes les surfaces, certaines oranges semblent
cependant avoir une fonction respiratoire plus importante. Il s’agit de certains pieds
ambulacraires qui ne différencient pas des ventouses terminales, et qui de ce fait n'ont plus
aucun role dans la fixation. De plus il existe dix branchies sur un cercle péribuccal qui
correspondent a des extensions plus ou moins ramifiées d’une cavité localisée autour de la

partie antérieure du tube digestif (Barnabé, 1989).

II1.6. Régime alimentaire

Le régime alimentaire de l'oursin Paracentrotus lividus se révele étre trés variable et
suivant la région occupée, il est considéré comme relativement électrique dans le choix de sa
nourriture (Verlaque, 1987). D'apres Zupi et Fresi (1984) il peut avoir un comportement
alimentaire assez variable, détritivore ou herbivore suivant les circonstances. Aussi Régis
(1986) et Verlaque (1987), ont démontré que I'oursin peut absorber a travers le test et les

piquants de la matiere organique dissoute et particulaire.

Sur substrat rocheux, les principaux végétaux identifiés dans son contenu digestif
dépendent étroitement de la composition des phytocénoses accessibles telles que : Ulvales,
Codium, Ectocarpales, Dictyota, Gelidiales, Geramiaceae, Rhodomelaceae, Corallina, Phymatolithon
lenormandii (Kempf, 1962 ; Neill et Larkum, 1965 ; Pina et al, 1984). Dans les régions
pauvres en macrophytes, il se comporte comme racleur généraliste (Mirkel, 1969), Il est
capable de ronger les roches devenant dans certaines régions calcaires un agent d’érosion

non négligeable (Schneider et Torun-Ski, 1983 ; Verlaque et Nedelec, 1983).
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Dans les herbiers denses, les besoins trophiques de Paracentrotus lividus sont assurés
dans une large proportion par du matériel végétal (Nedelec et Verlaque, 1984), les jeunes
oursins dont le diametre du test est égal a 1 c¢cm consomment a la fois des algues
multicellulaires et des fragments de feuilles de Peyssonnelia et Corallinaceae; dés que le
diameétre du test dépasse 2 cm, 'oursin se nourrit sur les feuilles ou il ne tarde pas a
sélectionner la zone distale couverte d’épiphytes. Cependant I'oursin adulte consomme

essentiellement les feuilles de la phanérogame et leur épiflore (Traer, 1980).

II1.7. Déplacement

Les oursins réguliers apparaissent comme des animaux fixes et immobiles, en réalité
ils sont parfaitement mobiles et sont aptes a effectuer des déplacements relativement
importants, leurs mouvements sont relativement lents, les piquants de la face intérieure
servent aussi au cours des déplacements. Chaque piquant est articulé sur le test par
I'intermédiaire d'un tubercule rond et de muscles rayonnants tout autour de la base du
piquant. Par contraction de ces muscles, I'extrémité du piquant peut décrire des trajectoires
complexes dans I'espace. Dans certains cas, les oursins peuvent se déplacer passivement, ils
s’adhérent au substrat et se laissent entrainer par les courants en roulant sur 'extrémité de

leurs piquants (Barnabé, 1989).

II1.8. Ecologie

L'oursin est le principal invertébré herbivore de la Méditerranée, il s’agit d'une
espece clé dans la régulation des communautés algales. Par conséquent, toute modification
de densité ou de la structuration démographique des communautés d’oursin peut avoir
des conséquences sur l'ensemble de I'écosystéme infralittoral (Azzolina et al, 1985 ;

Palacin et al., 1998 ; Bonaviri et al., 2012).

L'espece Paracentrotus lividus se rencontre dans des biotopes variés (Cherbonnier,
1956), il occupe les roches littorales recouvertes de peuplement d’algues, mais s’accommode
également dans les herbiers a Posidonia oceanica. Sur substrat dur I'espéce vit souvent
associée avec l'espece Arbacia lixula et se tixe préférentiellement dans les fissures et sur
les blocs rocheux faiblement inclinés. Dans les herbiers de Posidonia oceanica, ils ont

tendance a se rassembler au voisinage des tiges émergeant du sédiment (Kempf, 1962 ;

Harmelin et al.,, 1980).
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Au niveau de la partie supérieure de I'étage infralittoral, il est trés abondant il présente
une distribution qui est fonction de I'intensité de 'hydrodynamisme. Les individus les plus
agés sont plus visibles par contre les juvéniles se cachent dans les fissures et sous les roches

(Kempf, 1962 ; Fenaux, 1968 ; Harmelin et al, 1981).

D'un point de vue bathymétrique, cette espéce est présente dés la zone intertidale
jusqu’a - 80 m, sa densité décroit avec la profondeur, les plus fortes densités sont observées

entre O et - 10 m (Lecchini et al, 2002 ; Lawrence, 2013).

II1.9. Reproduction

Tous les oursins réguliers sont gonochoriques, c'est-a-dire que chaque individu est
male ou femelle dés la naissance et le restera durant toute la durée de sa vie (Barnabé,
1989). Les organes génitaux sont placés en dedans de la paroi du corps dans les espaces
correspondant aux zones interambulacraires, il se compose de 5 glandes émettant chacune
un conduit aboutissant aux pores des plaques génitales (Roule et al, 1889). Les 5 glandes
génitales granuleuses sont d'un jaune orangé chez les femelles et plus fin et d'un jaune pale
chez les males (Fenaux, 1968). La maturité est atteinte vers 3 ans, soit pour un diametre

moyen hors piquant de 30 mm (Lawrence, 2013).

Le cycle de reproduction l'oursin Paracentrotus lrvidus est annuel, lorsque les gonades
sont murs au début du printemps (Allain, 1975) et dans certaines localités a l'automne
(Crapp et Willis, 1975), la ponte est synchronisée et déclenchée par un signal externe
tel que le changement de température ou l'hydrodynamisme (Spirlet et al, 1998). La
variabilité dans le cycle de reproduction est due a de nombreux facteurs environnementaux
tels que la qualité et l'abondance de la nourriture, les stimulateurs biologiques, la

profondeur, la température, la photopériode et la périodicité lunaire (Ebert, 1968 ; Dix,

1970 ; Gonor, 1973 ; Régis, 1979 ; Lawrence et Lane, 1982).

La fécondation est externe et produit un gamete dont le développement aboutit a une
larve pélagique a symétrie bilatérale, a partir de laquelle se formera I'oursin. La larve
appartient au méroplancton ou elle vit pendant un a deux mois, jusqu'a ce que sa
morphologie adulte lui permette de rejoindre son habitat benthique (Verlaque, 1984 ;
Fenaux et al.,, 1985 ; Pedrotti et Fenaux, 1992 ; Fenaux, 1994). Durant la phase larvaire

le taux de mortalité est élevé et peut atteindre jusqu'a 20 % par jour (Rumrill, 1990). Ce
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fort taux de mortalité est compensé par une importante fécondité, une femelle peut pondre

jusqu’a 5 million ovocytes par acte de ponte (Luis et al, 2005).

III.10. Croissance et prédation

Pendant les 4 premiéres années de sa vie, 'oursin Paracentrotus lividus croit d’environ
1 cm de diameétre par an (piquants exclus) ensuite, sa croissance ralentie, son diameétre peut
atteindre environ 8 cm (piquants exclus) pour une longévité qui peut dépasser les 10 ans.
La taille maximale et la longévité sont cependant tres variables suivant les secteurs, méme
trés proche géographiquement mais soumis a des conditions environnementales différentes.
Un effet «latitude» est également avancé, les individus seraient plus grands et vivraient plus
longtemps en Atlantique qu'en Méditerranée. Ses prédateurs sont nombreux et variés. Les
poissons possédant une machoire puissante comme les balistes ou certains sparidés sont
capables de broyer le test. Les invertébrés comme des mollusques gastéropodes et
céphalopodes, ou encore des échinodermes avec les étoiles de mer comptent parmi les

principaux consommateurs d'oursins (Allain, 1978).

III.10. Intérét économique

D’apres les annuaires statistiques des péches de la FAO il n’y aurait qu'en France que
la péche serait pratiquée. En effet, ces oursins sont péchés dans quasiment tous les pays de la
méditerranée (Le Direac’H et al, 1987), les quantités péchées sont trop faibles et de
maniére générale la péche ne s'opére pas de maniere réellement professionnelle, ce qui
explique que ces pays ne figurent pas dans les annuaires de la FAO ; de plus il n’aurait pas
de rubrique « oursin » dans les bulletins statistiques du conseil général des péches pour

la méditerranée (Ledireach, 1987).

Cette espece est exploitée par excellence sur tout le pourtour de la Méditerranée ; en
Yougoslavie, en Algérie et au Maroc ces oursins sont principalement consommés par les
touristes. C’est aussi le cas en Tunisie ou 1ils sont aussi appréciés dans les classes plus aisées
de la population. Par contre en Turquie et en Espagne, ce sont plutdt les populations locales
du bord de mer qui apprécie les oursins. C'est aussi le cas de la Grece ou la consommation
des oursins est une ancienne tradition. En Italie la consommation est aussi bien régionale
que touristique. Dans tous ces pays, la péche est faite par des amateurs ou des non
professionnels, il n’a pas de statut de pécheur d’oursin a proprement parler a part pour

quelques pécheurs Espagnols (Ballesteros et Garcia-Rubies, 1987). En regle générale il
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n’a pas vraiment de réglementation concernant la péche des oursins en particulier dans les

pays méditerranéens (Le Direac’H et al., 1987).
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I.1. Matériel et Méthodes

I.1.1. Présentation du site d’étude

L'Algérie est un pays africain ayant une zone cotiere d'environ 1600 km de long
dans la mer Méditerranée (Tayeb et al, 2015), le site d'étude se situe a l'extréme
Est des cotes Algériennes, limité a I'Est par le cap Rosa (8° 15" Est et 36° 58 Nord) et
a I'Ouest par le cap de Garde (7° 47" Est et 36° 58" Nord) ; la distance séparant les deux
caps est d’environ 40 km (Hafsaoui, et al, 2016). Selon Vaissiere et Fredj (1963), le
plateau continental est généralement étroit avec un fond hétérogene, ce dernier est
accidenté, nettement restreint au Nord du cap de Garde, puis s'élargit dans le golfe
Jusqu’a 27 km puis se rétrécit légérement au niveau du cap Rosa (Fig.03). Globalement,
le fond débute a I'Ouest par du sable fin auquel succéde une ceinture dherbiers a
Posidonia oceanica installée généralement sur un substrat dur et souvent entrecoupé par des

zones sableuses (Pergent et al., 1993).
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Figure 03 : Localisation du golfe d'Annaba (Derbal et al, 2007).

Le golfe est battu par des vents Nord a Nord-Ouest de la fin de 'automne jusqu’a la fin
du printemps et par un vent d’Est en été. Le c6té Sud-Ouest particuliéerement exposé aux
vents du Nord, est sujette a d'intenses transports et accumulations sédimentaires générés
par l'action hydrodynamique (Boudinar, 2016). Selon I'étude du LCHF (1976), le

mouvement hydrodynamique est généralement de faible amplitude, a T'entrée de la baie
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d’Annaba on retrouve un mouvement hydrodynamique permanent d’orientation 100° - 120°.
Au Sud du cap de Garde, le courant se dirige vers I'Est aux environs de 'oued El-Mafrag en
diminuant d’intensité (Derbal, 2007). La bathymétrie entre les deux caps limitant le golfe
d’Annaba est estimée a 65 métres, les isobathes -10, - 20, - 30, - 40 et - 50 métres sont assez
éloignés les uns des autres au Sud du golfe et se rapprochent ensuite vers le Nord du cap de
Garde. Ceux de - 50 et - 100 metres sont tres rapprochés et paralleles a la ligne du rivage

(Vaissiere et Fredj, 1963).

Au niveau du golfe les teneurs en éléments minéraux sont tres hétérogeénes et
s'organisent selon un gradient décroissant depuis la cote vers le large, il se jette
essentiellement trois oueds : Seybouse, El-Mafrag et Bedjima (Nadji, 2016). Ces derniers
charrient vers le golfe les eaux de leur bassin versant, ces eaux charriées se composent
d’eaux de pluie et de rejets directs de polluants industriels. Le golfe regoit 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 (Kadri, 2015 ; Boudinar, 2016).
A cela sajoute l'enceinte portuaire qui contribue de fagon incontestable a la pollution

du golfe d’Annaba (Grimes, 2010).

Les zones cotieres du golfe d’Annaba regoit les apports continentaux essentiellement
par oued Seybouse (Reggam et al., 2015), ce dernier s’étend sur 225 km de long et draine
un vaste bassin versant d'une superficie de 6474 km? (Guettaf et al., 2014) ou s’exercent
d'importantes activités agricoles et industrielles intenses (ABH, 2002). Le débit de I'oued
varie entre 0 et 100 m®/s, mais pendant les périodes de fortes averses il peut atteindre
des valeurs de T'ordre de 630 m®/s (Bougherira et Aoun-Sebaiti, 2012) et décharge
annuellement dans le golfe environ un demi-milliard de metres cubes d’eau (LCHF, 1976).
Les eaux de l'oued Seybouse sont excessivement riches en nutriments engendrant
l'eutrophisation du milieu (Gaid, 1986 ; Djabri et al, 1998 ; Djabri, 1992). Selon
Ounissi et al. (2002), le golfe d’Annaba regoit de la Seybouse des quantités excessives
d’azote minéral (4,3 tonnes/jours), de phosphates (0,7 tonne /jours) et de carbone organique

dissous (2,3 tonnes/jours).

A cela s'ajoutent les eaux de lestuaire d'El-Mafrag, ces eaux sont généralement
troubles tout le long de la cote jusqua la plage Draouche et parfois au-dela. Elles
sont fortement eutrophes (Ounissi et al, 2002). L'estuaire d'El-Mafrag est un écosystéme

microtidal formé par deux rivieres Bounamoussa et EI-Kébir avec leurs marécages, le bassin
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versant s'étend sur 3200 km? est occupé par d'importants marécages (= 600 km?). En
période de crue, I'eau excédentaire envahit compleétement la plaine littorale et occasionne de
sérieuses atteintes de l'environnement (Haridi ez al, 2006). Le bassin peu peuplé est
exploité par T'agriculture, cette derniére y est essentiellement intensive et l'industrie se
limite a de petites usines agroalimentaires. Le débit a I'embouchure d'El-Mafrag est
fortement variable avec des valeurs extrémes de 0 m®/s en période séche et jusqu’a 500 m®/s
lors des périodes de crues (Khélifi-Touhami et al, 2006). Quant a oued Bedjima, il recoit
les eaux usées des agglomérations urbaines, ainsi que de multiples égouts domestiques avant
d'atteindre la mer (Hadjadji, 2014). D’énormes quantités d’orthophosphate et l'azote
inorganique dissous sont libérées dans le golfe, ces quantités sont trés polluantes et auront

certainement un impact sur 'environnement (Ziouch, 2014).

I.1.2. Localisation des stations d’échantillonnage

Les compagnes d’échantillonnage ont été eftectuées a raison d’une fois par saison :
I'hiver (Février), le printemps (Avril), I'été (Juillet) et 'automne (Octobre) durant I'année

2012. L’échantillonnage a été effectué au niveau de 3 stations (Fig.04).

'--.‘-""'Ih

East residual current
— il

Figure 04 : Localisation des stations d'échantillonnage (Ziouch, 2014).
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I.1.2.1. Station S.1

Notre premiére station de préléevement est le cap de Garde (S.1). Elle est situé
a I'Ouest du golfe d’Annaba (86° 57" 59,94” Nord - 7° 47 38,30” Est) (Google Earth,
2017)., cette station est supposée n’étre exposée a aucune source de pollution du fait de sa
localisation assez éloignée des divers rejets (Fig.05) mise a part la présence de quelques
habitations non reliées au réseau d’assainissement. Cette station enregistre trés peu de

baigneurs en période estivale.

Figure 05 : Vue générale du cap de Garde (Photos prises le : 03/03/ 2012). (photo a):
cap de Garde - (photo b) : point de prélévement.

1.1.2.2. Station S.2

Notre deuxiéme station de prélévement est la plage Lacaroube (S.2). Elle est située
a I'Ouest du golfe d’Annaba (36° 55° 2,68” Nord - 7° 46" 4,83” Est) (Google Earth, 2017),
cette plage s’'étale sur 300 meétres et se caractérise par des sources ponctuelles de pollution
notamment bactérienne (Hidouci, 2015). Elle regoit les rejets domestiques des habitants
sans traitement préalable (Fig.06), elle est par ailleurs trés fréquentée en période estivale

par les baigneurs.

34



Deuxiéme partie : Chapitre I

Figure 06 : Vue générale de la plage Lacaroube (photos prises le : 03/03/2012). (photo a):
plage Lacaroube - (photo b) : rejets domestiques - (photo c) : point de prélévement.

I.1.2.3. Station S.3

Notre troisieme station de prélevement est la plage de Draouche (S.3). Elle est située
a I'Est du golfe d’Annaba (36° 52" 18,18’ 'Nord - 7° 46’ 8,32” Est) (Google Earth, 2017)
dans la commune de Berrihane, entre l'estuaire d'El-Mafrag et le cap Rosa. Cette plage
est supposée n'étre exposée a aucune source de pollution du fait de sa localisation
assez éloignée des divers rejets urbains (Fig.07), elle est fréquentée par des pécheurs,
des animaux ainsi que quelques estivants en été. Le point de prélévement des échantillons
se situe en aval de la plage a 2 Km, nous avons essayé de nous rapprocher au maximum

de I'estuaire d'El-Mafrag.

35



Deuxiéme partie : Chapitre I

Figure 07 : Vue générale de la plage Draouche (photos prises le: 03/03/2012).
(photo a) : plage Draouche - (photo b) : point de prélévement.

I.1.3. Parametres météorologiques

Le climat général de la région d’Annaba est du type méditerranéen, il se caractérise
par une saison estivale chaude et séche et une saison hivernale froide et pluvieuse. Les
parameétres météorologiques du site d’étude ont été obtenus a partir de la station
météorologique et elles sont représentées dans le tableau 03 (Station météorologique

603600 et 603670).

Tableau 03: Caractérisation météorologique du golfe d'Annaba durant la période
d'échantillonnage.

Saisons Golfe d'Annaba Température (°C) | Précipitation (mm) Observation in situ
. Coté Est 10,20 169,4 Eau légérement turbide
Hiver . N .
Coté Ouest 13,40 221,76 Eau treés turbide
. Coté Est 29 50 50,30 -
Printemps s
Coté Ouest 25,70 101,34 -
i Coté Est 25,20 01,02 -
Eté .
Coté Ouest 25,90 02,03 -
Coté Est 23,30 64,27 -
Automne .
Coté Ouest 23,30 37,33 -

Les valeurs de la température sont celles du jour du prélévement.
Les valeurs de la précipitation sont celles du cumule du mois du prélévement.
- :Rien a signaler.
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I.1.4. Mesure des parametres physicochimiques de I'eau de mer

I.1.4.1. Parameétres mesurés in situ

La mesure des parametres physicochimiques (le potentiel d’hydrogene, la température,
la salinité et l'oxygene dissous) de I'eau de mer des stations d’échantillonnage a été
réalisée in situ  au moment du prélevement a l'aide d’'un multiparametre de terrain
(WTW Multi 8401) calibré tous les mois avant chaque sortie. Les étapes de la mesure sont

comme suit :

o Allumer I'appareil ;

o Rincer la sonde avec de 'eau de mer ;

o Plonger la sonde dans l'eau ;

o Attendre quelques secondes la stabilisation de I'affichage sur I'écran, puis lire le

résultat de la mesure ;

O

Refaire les mémes étapes pour les autres sondes.
o Les résultats de la mesure sont exprimés en degré Celsius pour la température
(°C), par mille pour la salinité (%o) et en milligramme par litre pour l'oxygene

dissous (mg/L).

En ce qui concerne la turbidité, elle a été mesurée a l'aide d'un turbidimetre
(HACH 2100N) calibré tous les mois avant chaque sortie. Les étapes de la mesure sont

comme suit :

o Allumer I'appareil ;

o Rincer les cuves de la lecture avec I'échantillon a analyser ;

o Remplir la cuve de lecture avec I'échantillon a analyser ;

o Attendre quelques secondes la stabilisation de I'affichage sur I'écran puis lire le
résultat de la mesure.

o Le résultat de la mesure est exprimé en Nephelometrique turbidity unity (NTU).

I.1.4.2. Paramétres dosés au laboratoire

Pour le dosage de quatre sels nutritifs (I'azote ammoniacal, les nitrites, les nitrates
et les orthophosphates), une bouteille en plastique d'une capacité d’un litre et demi est
prélevée au niveau de chaque station. Les bouteilles sont remplies jusqu'au bord et les

bouchons sont placés de telle fagon qu’il n’y ait aucune bulle d’air (Rodier et al, 1978).
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Les échantillons sont numérotés, étiquetés puis transportés a l'obscurité et a basse
température (= 4°C) dans des glaciéres. Au laboratoire, les échantillons sont filtrés a travers
un filtre Whatman GF/C (0,45 pm). Les dosages ont été réalisés sur le filtrat selon les
méthodes colorimétriques décrites par Aminot et Kérouel (2004a) qui restent jusqu’a
présent une des plus rapides et des plus simples pour le dosage des sels nutritifs dans 'eau

de mer.

[.1.4.2.1. Azote ammoniacal

Pour désigner l'azote ammoniacal on utilise souvent le terme d’ammoniaque qui
correspond aux formes ionisées (NH4") et non ionisées (NHs) de cette forme d’azote (Rejsek,
2002). Le principe de base du dosage est basé sur la réaction de Berthelot ot 'ammoniaque
en milieu basique réagit avec I'’hypochlorite pour former une monochloramine, puis
successivement avec deux molécules de phénol pour former le bleu d’'indophénol (Solorzano,
1969). La composition et la préparation des réactifs nécessaires au dosage de l'azote

ammoniacal sont représentées en annexe 1.

La réalisation du dosage nécessite I'élaboration d’'une gamme étalon d’ammonium,
cette gamme nécessite la préparation de 6 concentrations (0;0,2;0,5; 1; 2 et 5 umol/L) en
fioles jaugées a partir de la solution diluée d’ammonium a 500 pmol/L. Afin de réaliser la
courbe d’étalonnage nous avons préparé une solution étalon diluée d’ammonium donc la
composition et la préparation sont représentées en annexe 1. Les étapes du dosage
s’appliquent aux filtrats d’échantillons et a la gamme étalon dont les étapes sont comme
suit :

o Transtérer 100 ml de la solution a doser dans un flacon approprié ;

o Ajouter 5 ml de la solution de phénol- nitroprussiate ;

o Meélanger, puis ajouter sans attendre 5 ml de la solution complexante au chlore ;

o Mélanger puis placer les flacons immédiatement a l'abri de la lumiere a
température ambiante au moins 6 heures ;

o La lecture se fait contre un blanc préparé dans les mémes conditions avec de 1'eau
distillée remplagant 1'échantillon a doser, la densité optique est mesurée a une
longueur d'onde A = 630 nm ;

o Tracer la droite étalon : Absorbance = f(concentration en NH4*) ;

o A partir des résultats obtenus sur la gamme étalon chacun des échantillons est

alors déduit ; les concentrations obtenues en NH4* sont exprimées en uM.
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o La représentation graphique de la courbe d'étalonnage est représentée en

annexe 1.

I.1.4.2.2. Nitrite

Le principe du dosage des nitrites (NOyg") est basé sur la réaction de Griess ot le nitrite
réagit avec une premiére amine aromatique pour former un diazoique qui est couplé a une
seconde amine aromatique pour produire une coloration rose (Bendschneider et Robinson,
1952). La composition et la préparation des réactifs nécessaires au dosage sont représentées

en annexe 2.

La réalisation du dosage nécessite la préparation d'une gamme étalon de nitrite,
cette gamme nécessite la préparation de 5 concentrations (0 ; 0,1 ; 0,2 ; 0,5 et 1 umol/L)
en fioles jaugées a partir de la solution étalon diluée de nitrite a 50 pmol/L. Afin de
réaliser la courbe d’étalonnage nous avons préparé une solution étalon diluée de nitrite
dont la composition et la préparation sont représentées en annexe 2. Les étapes du dosage
s’appliquent aux filtrats d’échantillons et a la gamme étalon dont les étapes sont comme
suit :

o Transférer 50 ml de I'échantillon a doser dans un récipient approprié ;

o Ajouter 1 ml de la solution de sulfanilamide, puis mélanger ;

o Attendre 2 a 5 min puis ajouter 1 ml de la solution de N - naphtyl éthyléne-
diamine ;

o Meélanger, puis laisser agir 10 minutes ;

o La lecture se fait contre un blanc préparé dans les mémes conditions avec de I'eau
distillée remplagant 1'échantillon a doser, la densité optique est mesurée a une
longueur d'onde A = 543 nm ;

o Tracer la droite étalon : Absorbance = f(concentration en NOy") ;

o A partir des résultats obtenus sur la gamme étalon chacun des échantillons est
alors déduit ; les concentrations obtenues en NO,- sont exprimées en pM ;

o La représentation graphique de la courbe d'étalonnage est représentée en

annexe 2.

1.1.4.2.3. Nitrate

Le dosage des nitrates a été réalisé selon la méthode de Gales (1974) dont le principe

de base repose sur la réduction quasi quantitative du nitrate en nitrite, le dosage nécessite
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une colonne en verre remplie de cadmium, le remplissage de la colonne et son activation
ont été réalisés selon la méthode décrite par Aminot et Kérouel (2004a). La composition
et la préparation des réactifs nécessaires au dosage des nitrates sont représentées en

annexe 3. Les étapes du dosage sont comme suit :

o Transférer 100 ml de I'échantillon a doser dans un récipient approprié ;

o Ajouter 2 ml de la solution de chlorure d’'ammonium ;

o Mélanger puis ajouter 2 ml de la solution d’hydroxyde de sodium ;

o Passez I'échantillon sur la colonne de cadmium (débit de 20 & 30 ml /min) ;

o Récupérer les premiers 30 ml sortant de la colonne pour le ringage du récipient
destinée au dosage ;

o Récupérer ensuite les 50 ml de I'effluent sortant de la colonne dans le récipient
rincé ;

o Doser les nitrites formés lors du passage de I'échantillon sur la colonne en
appliquant la procédure décrite précédemment (chapitre. I, §.1.1.4.2.2) ;

o La concentration des nitrites mesurés est la somme de la concentration en nitrate
initial du milieu réduit et du nitrite initiale du milieu ;

o La concentration du nitrate est déduite par soustraction de la concentration
initiale des nitrites de la concentration mesurée en nitrites.

o Les concentrations obtenues en NOs~ sont exprimées en uM.

I.1.4.2.4. Orthophosphate

Le dosage des orthophosphates a été réalisé selon la méthode d' Hansen et Robinson
(1953), le principe du dosage est basé sur la réduction des ions orthophosphates avec une
solution acide contenant des ions de molybdate et d’antimoine pour former un complexe
d’antimonyl-phosphomolybdate, T'addition de l'acide ascorbique donne un complexe de
molybdéne coloré en bleu. La composition et la préparation des réactifs nécessaires au

dosage sont représentées en annexe 4.

La réalisation de ce dosage nécessite l'élaboration d'une gamme étalon
d’orthophosphate, cette gamme nécessite la préparation de 5 concentrations (0; 0,1 ; 0,2 ;
0,5 et 1 pmol/L) en fioles jaugées a partir de la solution diluée d’orthophosphate
a 50 pumol/L. Afin de réaliser la courbe d’étalonnage nous avons préparé une solution

étalon dilué d’orthophosphate dont la composition et la préparation sont représentées
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en annexe 4. Les étapes du dosage s’appliquent aux filtrats d’échantillons et a la gamme

étalon dont les étapes sont comme suit :

o Transtérer 50 ml de I'échantillon a doser dans un récipient approprié ;

O

Ajouter 2 ml de la solution d’acide ascorbique ;

O

Meélanger puis attendre 15 min ;

o Ajouter 2 ml de la solution acide de molybdéne et d’antimoine ;

o Laisser réagissait 5 min ;

o La lecture se fait contre un blanc préparé dans les mémes conditions avec de
l'eau distillée remplagant 1'échantillon & doser, la densité optique est mesurée
a une longueur d’'onde A = 880 nm;

o Tracer la droite étalon : Absorbance = f(concentration en PO4?) ;

o A partir des résultats obtenus sur la gamme étalon chacun des échantillons est
alors déduit ; les concentrations obtenues en PO4% sont exprimées en pM.

o La représentation graphique de la courbe d'étalonnage est représentée en

annexe 4.

I.1.5. Niveau trophique

Pour compléter linterprétation et notamment mettre en évidence un éventuel
déséquilibre dans T'apport des nutriments au niveau des stations échantillonnage du golfe
d’Annaba, I'azote inorganique dissous a été calculer afin de classer le niveau trophique selon
I'échelle de classification de Wasmund et al. (2001) qui est représentée dans le tableau 04.

La détermination de la concentration de l'azote inorganique dissous est comme suit :

DIN = NH.* + NO: + NO+

DIN : Concentration de l'azote inorganique dissous (WM).
NH.*: Concentration de 1'azote ammoniacal (uM).
NO: : Concentration des nitrites (UM).

NO:s : Concentration des nitrates (UM).
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Tableau 04 : Echelle de classification du niveau trophique des eaux cotieres.

Niveau trophique Azote inorganique dissous (uM)
Oligotrophe <2

Mésotrophe 2-10

Eutrophe 10 - 60

Polytrophe > 60

I.1.6. Analyse statistique

L'analyse statistique des données a été réalisée avec le logiciel XL STAT 2014,
I'état de distribution normale a été vérifié précédemment en appliquant le test de
Shapiro-Wilk, ce qui a permis de choisir des méthodes non paramétriques pour l'analyse
statistique. L'analyse de la variance (test de Kruskal -Wallis) a été utilisée pour comparer
la variation intersaisons et interstations. Le test a été réalisé a un niveau de signification

de o = 0,05.

I.2. Résultats

La détermination des parametres physicochimiques de I'eau de mer nous a permis de
caractériser la qualité des eaux cotiéres, leur variation au niveau du golfe d'Annaba est

comme suit :

I.2.1. Paramétres mesurés in situ

I.2.1.1. Température

L’évolution spatiotemporelle de la température des eaux des stations d’échantillonnage
a indiqué que les valeurs les plus faibles ont été enregistrées durant la saison hivernale
au niveau des stations S.1 et S.2 (Fig.08), avec des valeurs respectivement de l'ordre de
13,90 + 0,36 °C et 14,06 + 0,15 °C. En saison printaniere, la température a présenté une

augmentation appréciable ol le maximum de 29,43 £ 0,32 °C a été noté en été.

L’application du test non paramétrique de Krustal-Wallis relatif a la comparaison

de la variation de la température des eaux des stations d'échantillonnage, a révélé
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I'existence de différences significatives entre les saisons (p = 0,03) et I'absence de différences

significatives entre les stations (p = 0,73).

BS1 HS2 4S3

Temperature (C%)

Hiver Printemps Ete Automne

Figure 08 : Variation spatiotemporelle de la température de l'eau (°C) des trois stations du
golfe d’Annaba durant I'année 2012 (Moyenne £ SD ; n = 3).

1.2.1.2. Potentiel d’hydrogéne

D’une maniére générale les eaux des stations d’échantillonnage ont présenté un pH
légerement alcalin, il oscille entre 8,02 + 0,03 et 9,36 £ 0,02 (Fig.09). Les valeurs les plus
élevées ont été enregistrées en hiver au niveau de la station S.3, alors que les valeurs les plus

faibles ont été retrouvées en été au niveau de la station S.2.

L’application du test non paramétrique de Krustal-Wallis relatif a la comparaison
de la variation du pH des eaux des stations d'échantillonnage, a révélé lexistence de
différences significatives seulement entre les saisons (p = 0,028), toutefois aucune différence

significative n’a été enregistrée entre les stations (p = 0,098).
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Figure 09 : Variation spatiotemporelle du pH de 1'eau des trois stations du golfe d’Annaba
durant I'année 2012 (Moyenne + SD ; n = 3).

I.2.1.8. Salinité

La variation de la salinité au niveau des stations d’échantillonnage lors de la
période d’étude a indiqué une différence assez proche entre les stations et les stations
(Fig.10), avec des valeurs comprises entre 385,26 =+ 0,15 et 36,26 + 0,58 %o. Toutefois a
la saison hivernale une valeur de l'ordre de 24 + 0,1 %o a été enregistrée au niveau de

la station S.3.

L’application du test non paramétrique de Krustal ~-Wallis relatif a la comparaison de
la variation de la salinité des eaux des stations d’échantillonnage, a révélé I'absence de

différences significatives aussi bien entre les saisons (p = 0,33) et les stations (p = 0,12).
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Figure 10 : Variation spatiotemporelle de la salinité de 1'eau (%o) des trois stations du golfe
d’Annaba durant I'année 2012 (Moyenne = SD ; n = 3).

1.2.1.4. Oxygéne dissous

Les teneurs en oxygene dissous de I'eau des stations d’échantillonnage sont comprises
entre O et 11,11 = 1,89 mg/L (Fig.11). Les teneurs les plus élevées ont été retrouvées en

hiver alors que les plus faibles teneurs ont été enregistrées en été et en automne.
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Figure 11: Variation spatiotemporelle de I'oxygeéne dissous de l'eau (mg/L) des trois
stations du golfe d’Annaba durant I'année 2012 (Moyenne + SD ; n = 3).
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L’application du test non paramétrique de Krustal-Wallis relatif a la comparaison de la
variation de I'oxygeéne dissous des eaux des stations d'échantillonnage, a révélé I'absence

de diftérences significatives entre les saisons (p = 0,08) et les stations (p = 0, 30).

I.2.1.5. Turbidité

La variation spatiotemporelle de la turbidité des eaux des stations d’échantillonnage
est représentée dans la figure 12. Nous avons remarqué que la turbidité varie énormément
en fonction des saisons, les résultats obtenus ont indiqué que les valeurs les plus élevées ont

été retrouvées en hiver (36,46 = 0,61 NTU) et en automne (15,23 £ 0,20 NTU) au niveau de

la station S.3.

L’application du test non paramétrique de Krustal-Wallis relatif a la comparaison de la
variation de la turbidité des eaux des stations d'échantillonnage, a révélé l'absence de

différences significatives entre les saisons (p= 0,76) et les stations (p=0, 09).
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Figure 12 : Variation spatiotemporelle de la turbidité de l'eau (NTU) des trois stations du
golfe d’Annaba durant I'année 2012 (Moyenne + SD ; n = 3).

1.2.2. Parameétres dosés au laboratoire

Les concentrations des sels nutritifs dans les eaux du golfe d’Annaba ont dévoilé des

fluctuations tres importantes, les résultats obtenus sont comme suit :
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1.2.2.1. Azote ammoniacal

La variation de 'azote ammoniacal dans les stations d’étude est représentée au niveau
de la figure 13, les concentrations ont été le plus souvent comprises entre 03,62 £ 0,53
et 24,47 £ 2,56 uM. Exclusivement en hiver, une valeur de l'ordre de 106,7 £ 79,1 uM

a été retrouvée au niveau de la station S.3.

L’application du test non paramétrique de Krustal-Wallis relatif a la comparaison de la
variation de la concentration de 'azote ammoniacal des eaux des stations d'échantillonnage,
a révélé I'absence de diftérences significatives aussi bien pour les saisons (p = 0,053) que

pour les stations (p = 0,61).
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Figure 13 : Variation spatiotemporelle de la concentration de I'azote ammoniacal de I'eau (UM)
des trois stations du golfe d’Annaba durant I'année 2012 (Moyenne + SD ; n = 3).

1.2.2.2. Nitrite

La variation des concentrations des nitrites lors de la période d’étude est représentée
dans la figure 14. Nous avons remarqué que la concentration des nitrites a été plus élevée en
hiver (04,55 + 3,38 pM), cependant durant les autres saisons trés peu de fluctuations ont été

observées et les concentrations ont été inférieures a 1 uM.

L’application du test non paramétrique de Krustal-Wallis relatif a la comparaison de la
variation de la concentration des nitrites des eaux des stations d'échantillonnage, a révélé

I'absence de différences significatives entre les saisons (p = 0,40) et les stations (p = 0,19).
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Figure 14 : Variation spatiotemporelle de la concentration des nitrites de l'eau (uM) des
trois stations du golfe d’Annaba durant I'année 2012 (Moyenne + SD ; n = 3).

1.2.2.3. Nitrate

La variation de la concentration des nitrates des eaux des stations d’échantillonnage
est représentée dans la figure 15. Les résultats obtenus ont indiqué des concentrations
élevées en hiver et au printemps (concentrations comprissent entre 11,01 £ 0,83 et 29,13 *
1,15 pM) et un peu plus faibles en été (concentration comprissent entre 8,36 £ 0,39 et 11,94
+ 0,39 uM). Cependant durant la période automnale, les concentrations des nitrates ont été

relativement moins abondantes et les concentrations ont été inférieures a 3,33 £ 0,58 uM.

L’application du test non paramétrique de Krustal-Wallis relatif a la comparaison de la
variation de la concentration des nitrates des eaux des stations d'échantillonnage, a révélé la
présence de différences significatives entre les saisons (p = 0,03) et 'absence de différences

significatives entre les stations (p = 0,43).
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Figure 15 : Variation spatiotemporelle de la concentration des nitrates de l'eau (uM) des
trois stations du golfe d’Annaba durant I'année 2012 (Moyenne + SD ; n = 3).

1.2.2.4. Orthophosphate

La concentration des orthophosphates au niveau des stations d'échantillonnage varie
entre 0,36 * 0,06 et 12,18 + 0,03 uM (Fig.16). La concentration la plus élevée a été
retrouvée au niveau de la station S.2 en hiver. A partir du printemps, les concentrations

n'ont pas dépassé la valeur de 2,50 pM.

L’application du test non paramétrique de Krustal-Wallis relatif a la comparaison de
la variation de la concentration des orthophosphates des eaux des stations d'échantillonnage,

a révélé aucune diftérence significative entre les saisons (p = 0,14) et les stations (p = 0,69).
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Figure 16 : Variation spatiotemporelle de la concentration des orthophosphates de 1'eau (uM)
des trois stations du golfe d’Annaba durant I'année 2012 (Moyenne £ SD ; n = 3).

I.2.3. Niveau trophique

La variation de la quantité de l'azote inorganique dissous dans le golfe d’Annaba
est représentée dans la figure 17. Les résultats obtenus ont permis de constater
que les valeurs les plus élevées ont été retrouvées en hiver (165,40 + 1,67 uM). Tandis
que durant les autres saisons, nous avons observé une faible fluctuation saisonniére et

les concentrations ont été inférieures a 28 M.

La station S.3 parait étre soumise a une grande influence continentale en hiver, ce qui
explique son caractere polytrophe, en effet on y a noté des teneurs en azote inorganique
dissous extrémement élevées, ces apports terrigénes suggeérent I'existence des variations
saisonnieres trés accentuées. En revanche la station S.1 et S.2 pour leur part, elles ont été

caractérisées par un niveau trophique stable durant toute la période d’étude.
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Figure 17 : Niveau trophique de I'eau des trois stations du golfe d’Annaba durant I'année

2012 (Moyenne £ SD ; n = 3).

I.2.4. Analyse statistique

La variation intersaisons et interstations des paramétres physicochimiques de 1'eau
ont déja été mentionnées précédemment (chapitre. I, §.1.2.1 et 1.2.2.), la comparaison non
paramétrique entre les saisons par l'application du test de Kruskal-Wallis, a révélé des
différences significatives (p < 0,05) pour la température, le pH et les nitrates. Ces résultats
justifient la variation significative des parametres abiotiques d’une saison a I'autre au niveau
du golfe d'Annaba. Toutefois la comparaison interstations n’a révélé aucune diftérence

significative (p > 0,05) pour I'ensemble des parametres mesurés et dosés.

1.3. Discussion

1.3.1. Parameétres mesurés in situ

La température de l'eau est un facteur abiotique d’'une importance majeure dans
la vie des écosystémes aquatiques, son évolution reste liée d’une part aux conditions
locales telles que le climat régional, la topographie, la durée de l'ensoleillement et la

profondeur (McNeely et al, 1980). La température mesurée au niveau des stations
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d’échantillonnage reflete bien l'influence du climat méditerranéen tempéré, elle affiche
I'existence de deux périodes caractéristiques I'une chaude et I'autre froide, cela a été aussi
observé par Boutabia-Trea (2016) et Bouzenda et al. (2017). Dans les régions cotiéres peu
profondes et abritées, la température de 'eau se rapproche de celle de l'air, c’est a partir de
I'été que Teffet de I'insolation se manifeste le plus intensément, ce réchauftement est di a
I'absorption des rayons infrarouges qui provoque dans les zones peu protégées une

hyperthermie (El1 Morhit, 2009).

Les températures enregistrées dans les eaux cotieres du golfe d’Annaba semblent étre
tavorables au développement de loursin Paracentrotus lividus; ce dernier colonise
principalement les régions tempérées ou les conditions thermiques fluctuent entre
10 et 15 °C en hiver et 18 et 25 °C en été (De Casamajor, 2004). La hausse de la
température de l'eau de mer peut induire la ponte chez l'oursin Paracentrotus lividus

(Fenaux, 1968 ; Byrne, 1990 ; Soualili et Guillou, 2009).

Le pH de I'eau peut influencer de nombreux processus chimiques ou biologiques en
régulant d’'une part les concentrations ou la spéciation d’especes mineures, d’autre part les
réactions enzymatiques sont tres sensibles aux variations de ce facteur (Knutzen, 1981 ;
Hinga, 2002). Le pH de 'eau des stations d’échantillonnage a été légérement alcalin, selon
Barnabé (1991), les eaux cotieres méditerranéennes ont un pH qui varie entre 7,9
et 8,3. La fluctuation du pH des eaux des stations d’étude peut étre expliquée par divers
processus comme la poussé du phytoplancton consommatrice du CO,, la minéralisation de
la matiere organique productrice du CO., le mélange avec les eaux douces, I'accumulation
de la matiere organique d’origine continentale et la contamination par des rejets agricoles,

urbains ou industriels (Dussart, 1966 ; Aminot et Keroual, 2004b).

Les invertébrés marins sont trés sensibles aux variations du pH (Pane et Barry, 2007 ;
Portner, 2008), ce dernier peut limiter l'énergie dirigée vers les processus cellulaires
coliteux tels que la synthese des protéines ce qui entraine une diminution de la croissance
et la perturbation du cycle de reproduction (Guppy et Withers, 1999 ; Seibel et Walsh,
2003). L'oursin Paracentrotus lividus adulte a une aptitude a réguler la concentration des ions
au niveau du fluide extracellulaire (Stickle et Diehl, 1987) ce qui leur procure une légere

capacité de tamponner le pH de l'eau de mer (Binyon, 1966 ; Shick, 1983).

La salinité de la mer Méditerranéenne est comprise entre 38 - 39 %o, en comparaison
a la mer Rouge (86 - 47 %o), la mer Baltique (15 %o) et la mer Noire (18 — 22 %o) (Aminot

et Kérouel, 2004b). Au niveau des eaux cotieres la salinité peut étre trés variable, de faibles
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valeurs peuvent étre rencontrées au large des estuaires (Lacaze et Ramade, 1993).
La faible valeur enregistrée en période hivernale semble étre due aux phénomenes de
dilution suite a I'intrusion d’eau douce. La station Draouche est la plus proche aux panaches
de l'estuaire d'El-Mafrag, lors des fortes précipitations une tres grande quantité d’eau douce
a été déversée suite a I'inondation de la région. Nos résultats obtenus sont en accord avec
ceux de nombreux auteurs tels qu'Ounissi et al. (2014) et Ziouch (2014) qui rapportent
I'existence de fluctuations similaires qui varie entre 23 et 37,9 %o. Aussi Aminot et
Kérouel (2004b) ; Lacaze et Ramade (1993) ont rapporté qu'au niveau des eaux littorales
peu profondes, les apports d’eau douce continentale générent des stratifications verticales
dans les eaux cotieres, il n’est pas rare d’observer a proximité des embouchures fluviales des

salinités s’abaissant a 25 %o en période humide.

Les oursins sont des organismes généralement considérés comme sténohalins
(Roller et Stickle, 1993), la diminution de la salinité peut entrainer un ralentissement
de la maturation des gonades et une diminution de la croissance (Basuyaux et al,
1998). Cependant Binyon (1966) ; Vidolin et al. (2007) ; Whiteley et al. (2001) ;
Dissanayake et al. (2010) ont démontré que les oursins peuplant les eaux coOtiéres peu
profondes ou les fluctuations de salinité se produisent, développent des compétences
osmorégulatrices hautement améliorées. La capacité de tamponné de telles fluctuations
méme partiellement pourrait étre une fonction adaptative qui permettrait aux organismes de
faire face a des contraintes environnementales (Himmelman et al., 1984 ; Vidolin et al,
2007 ; Catarino, 2012). Cependant une baisse brutale de la salinité peut entrainer la

mortalité rapide de cette espece (Le Gall et al., 1989 ; Fernandez et al., 2002).

L'importance de l'oxygéne comme paramétre de qualité du milieu n’est plus a
démontrer, il intervient dans la plupart des processus biologiques permettant la vie terrestre
et marine. Au niveau des zones cotieres, l'oxygene est la variable environnementale qui
a le plus évolué au cours des derniéres décennies (Diaz et al, 1995). Dans les conditions
normales, la quantité d’oxygeéne dissoute dans 'eau de mer serait d’environ de 8,6 mg/L
(Davis, 1975) et sa disponibilité pour les organismes aquatiques dépend d’un certain nombre
de facteurs qui agissent sur sa solubilité (Davis et al, 1963). La fluctuation de I'oxygene
dissous lors de la période d’étude a été tres variable, les concentrations élevées mesurées a
la saison hivernale et printaniere peuvent étre expliquées par la poussée phytoplanctonique
qui a provoqué un apport d’oxygéne endogene lors de la photosynthese ce qui conduit
au fait que l'oxygene est produit plus rapidement qu’il n'est évacué vers I'atmospheére,

ce qui pourrait engendrer des sursaturations temporaires considérables en milieu cotier
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N

(Aminot et Kérouel, 2004b). Cependant les faibles quantités enregistrées a I'été et a
I'automne peuvent étre expliquées par I'élévation de la température qui est un des facteurs
limitant de la solubilité de I'oxygene, ainsi que le calme hydrodynamique illustré par la
baisse des débits des échanges de l'eau (Lacaze, 1996). A cela s'ajoute la dégradation
bactérienne des détritus qui consomment énormément d’oxygene, cette consommation sera

plus importante avec 'augmentation de la température (Belaud, 1996).

Les invertébrés marins ont des besoins en oxygene dissous extrémement
variables, selon Shick (1983) ; Lawrence et Lane (1982) les échinodermes ont de
faibles taux respiratoires dus a la diffusion de faible quantité d'oxygene dans les tissus
internes. Ainsi les oursins qui échouent souvent sur les roches a la marée basse peuvent
résister a une exposition de 15 heures a l'air humide avant de mourir (Johansen

et Vadas, 1967).

La description générale d'une masse d’eau n’apparait pas satistaisante sans une
appréciation de son aspect visuel en particulier sa transparence, cette derniére intervient
notamment sur la quantité de la lumiére disponible pour la production primaire
(Pijanowski, 1975). Au niveau des eaux cotieres la turbidité variée entre 0,3 - 3 NTU
(Aminot et al, 1997 ; Vangriesheim et al, 1992). Nos résultats obtenus sont dans la
fourche a l'exception de certaines valeurs élevées mesurées en hiver et en automne qui
peuvent étre attribués a l'action des vents plus forts et plus fréquents a cette période de
I'année, ces derniers provoquent des turbulences qui remettent en suspension les
particules du sédiment ; a cela s’ajoutent les apports continentaux de matériel solide,
la remise en suspension des dépdts sédimentaires par les houles et parfois les poussées
phytoplanctoniques intenses par les apports nutritifs continentaux (Aminot et Kérouel,

2004b ; Gaujous, 1995).

La comparaison des parameétres physicochimiques (mesurés in sitw) cités auparavant
avec différents travaux déja réalisés au méme site d’étude et au niveau d'autres zones
cotieres Algérienne, nous a permis de constater des résultats similaires (Tableau 05),
avec quelques différences qui peuvent étre due a la période de perturbation caractéristique
en hiver, dans laquelle apparaissent des valeurs trés importantes qui coincident avec la
période de submersion que la région avait subie durant le mois de février 2012 durant
laquelle 169,4 mm de pluie a été enregistrée par les stations météorologiques sur le coté
Ouest du golfe d’Annaba (Station météorologique 603600) et 221,76 mm sur le co6té Est

(Station météorologique 603670).
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Tableau 05 : Etude comparative de la variation des paramétres physicochimiques des eaux

cotieres Algérienne.

Sites T (°C) pH S (%o) OD (mg/L) | Tu (NTU) Références
14,1 -25,8 - 35,1 - 38,1 - - Frehi et al. (2007)
14,6 - 26,8 - 36,4 - 87,7 - - Boumaza (2014)
14,1 - 28,6 - 35,5 - 88,1 - - Hadjadji et al. (2014)
12 - 28 - 23 -37,9 - - Ounissi et al. (2014)
Golfe d’Annaba | 14 - 28 7,6 - 8,8 37-39 2-12 - Kadri et al. (2015)
10,09 - 29 7,67-17,8 | 36—37 6,60 - 6,92 - Hidouci (2015)
12 - 29 7,56 - 8,5 34— 38 5-15 - Boutabia-Trea (2016)
12,1 - 28,8 - 26,6 - 89,9 2,8 -15,2 - Bouzenda et al. (2017)
13,9 — 29,43 | 8,08 —9,36 | 24 — 86,27 0-11,11 0,99 — 37,47 | Présent travail
Golfe de Skikda | 13 -23,9 7,27 - 8,5 33,2 - 89,3 5,11 -7,79 - Bouhayene (2015)
14,5 - 21 7,39 - 8,29 | 85,1 - 36,78 6,43 -10,63 | 80 -116 Bachari-Houma (2009)
Golfe d’Alger
22 - 36,40 7,2 - Grimes (2010)
16,3 - 80,67 | 7,45 - 8,1 36,17-387,67 | 2-6,5 1-11 Rouane-Hacene (2013)
Golfe d’Oran
16,33 - 29,33 |7,46 -8,04 | 36,17-37,67 | 2,33 -5,77 - Rouane-Hacene (2017)

T : Température - S:Salinité - OD :Oxygeéne dissous - Tu: Turbidité

1.3.2. Parameétres dosés au laboratoire

Dans les conditions les plus couramment rencontrés dans les milieux marins, les
nutriments ne sont pas directement toxiques pour les especes qui y vivent, toutefois ils
peuvent étre a l'origine des nuisances indirectes telles que l'eutrophisation et 'anoxie du

milieu marin (Le Pape et al., 1996).

L'azote ammoniacal est assez souvent rencontré dans les eaux, il traduit habituellement
un processus de dégradation incomplete de la matiére organique, il peut avoir pour origine :
la matiere végétale des cours d’eau, la matieére organique animale ou humaine et les rejets
industriels (Rodier et al, 1978). Les résultats obtenus traduisent une forte richesse des
eaux coOtieres du golfe d’Annaba a la saison hivernale. La station S.3 parait étre plus
directement soumise aux influences des apports de I'estuaire d’El-Mafrag, ces constatations
soulignent I'importance de l'enrichissement continental induit par les apports terrestres,
cela a été aussi observé par Ounissi et al. (2014) et Ziouch (2014) qui ont indiqué des

concentrations en NHy™ de I'ordre de 200 - 260 pM au niveau des panaches d'El-Mafrag.
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Les nitrites constituent une étape importante dans la métabolisation des composées
azotées, ils s’inserent dans le cycle de l'azote entre l'azote ammoniacal et les nitrates,
leur présence est due soit a l'oxydation bactérienne de l'azote ammoniacal soit a la
réduction des nitrates. Ils ne représentent qu'un stade intermédiaire et son facilement
oxydé en nitrate, leur présence dans l'eau est donc rare et en faible quantité. Les
nitrites peuvent étre dangereux tant a court terme qu'a long terme, ils sont considérés
comme des agents mutagenes potentiels vis-a-vis des organismes (Rejsek, 2002). Leur
présence au niveau du golfe d'Annaba reste relativement faible dans I'ensemble des

stations d’étude comparée aux autres sels nutritifs dosés.

Les nitrates constituent le stade final de l'oxydation de l'azote, ils se trouvent
naturellement dans les eaux, ils ne sont pas toxiques, mais participent a dimportants
phénomenes d’eutrophisation (Lacaze et Ramade, 1993). Ils proviennent en grande
partie de l'action de l'écoulement des eaux sur le sol constituant le bassin versant,
la nature des zones de drainage joue un role essentiel dans leur présence et l'activité
humaine accélere le processus d’enrichissement des eaux en nitrate (Rejsek, 2002).
I1 convient de noter que la période d’apport joue un role considérable en hiver du
fait des basses températures et du faible éclairement, la production biologique est faible.
Une bonne partie des apports d'un fleuve se diluera en mer sans étre consommée (Leveau et
al., 1988). L'évolution des nitrates dans les eaux du golfe d'Annaba est dominée par deux
grandes variations saisonnieres : de teneurs faibles en été et en automne, et de fortes teneurs
en hiver et en printemps. La présence de fortes teneurs en nitrates serait la résultante de
I'activité anthropique. Selon Bremond et Perrodon (1979), des teneurs supérieurs a 12

ng/L de nitrate seraient directement liée a I'activité anthropique.

Le phosphore inorganique dissous est représenté quasi exclusivement par les
orthophosphates, ce dernier joue un réle dans la productivité aquatique (Bouchareb, 2013 ;
Aminot et Kérouel, 2004a). Habituellement, ils proviennent pour une bonne partie
des eaux de ruissellement, qui entrainent les engrais d'origine agricole et les sous-produits
domestiques, aussi le sédiment est une source de largage imprévisible (Draredja, 2007).
Dans les eaux du golfe, les orthophosphates montrent des concentrations élevées en hiver,
les valeurs maximales notées dans la station S.2 s’expliqueraient par l'importance des
apports domestiques et surtout du fait qu'a cette période de I'année le brassage des eaux,
sous l'action des vents qui sont parfois violents, permet un relargage important du

phosphore a partir du sédiment. Comme le rapporte Despreaux (1990), les sédiments fins
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agiraient comme accumulateurs de cet élément dans les conditions oxydantes habituelles

pour le relarguer en quantités importantes si le milieu devient réducteur.

La comparaison des concentrations des sels nutritifs cités ci-dessus avec les différents
travaux déja réalisés nous ont permis de constater des résultats plus ou moins similaires
comparés avec les travaux déja réalisés au niveau du golfe d’Annaba (Tableau 06).
Cependant, elles sont plus importantes comparées avec celles réalisées au golfe d’Alger
et d'Oran. Tous les éléments chimiques qu’ils soient naturels ou anthropiques sont
transmis aux zones cotieres via les fleuves, les ruissellements et 'atmosphére (Roy-Barman

et Jeandel, 2011).

Tableau 06 : Etude comparative de la variation de la concentration des sels nutritifs des

eaux cotieres Algérienne.

Sites NHs* (uM) NO2 (uM) NOsz (uM) PO4+3(uM) | Références
14,4 0,8 12 6,8 Ounissi et al. (1998)
0-111 - 0-70 0 -100 Ounissi et Frehi (1999)
5,06 - 272,8 - 0,03 -58,37 | 0-5,94 Frehi et al. (2007)
0-110 - 0-65 - Hadjadji et al. (2014)
2,8-18 0-5 1-18 1-7 Ziouch (2014)
0,01 - 1 0,01 - 0,35 1-17 0,01 -0,75 Boutabia-Trea (2016)
3,62 - 106,69 0,08 - 4,55 1,40 - 29,14 | 0,37-12,18 | Présent travail

Golfe d’Alger 9,06 0,04 - 0,22 0,03 - 0,4 0,05 - 0,8 Bachari Houma (2009)
0,16 - 0,96 0,16 - 0,64 16 - 48,38 0,16 - 2,58 Rouane-Hacene (2013)

Golfe d'Oran
0,71 - 4,28 0,21 - 1,08 18,87 - 43,06 | 1,10 - 1,08 Rouane-Hacene (2017)

I.3.3. Niveau trophique

Le niveau trophique de chaque station d’échantillonnage a été évalué a l'aide de
I'échelle Wasmund et al. (2001), les résultats obtenus ont indiqué que les eaux cotieres
du golfe d’Annaba ne sont pas satisfaisantes, I'eutrophisation est plus marquée au niveau
de la station S.3 en hiver. Cela aussi a été démontré par Ziouch (2014) qui a indiqué de
grandes quantités de DIN en hiver a proximité de cette station, il en est de méme pour
Frehi et al. (2007) qui ont démontré un état d'eutrophisation au niveau du golfe d'Annaba.
La présence excessive de nutriments, agit directement sur la prolifération de l'oursin

Paracentrotus lividus, ce qui a pour conséquence la réduction de la croissance (Basuyaux

et Mathieu, 1999).
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Deuxiéme partie : Chapitre II

II.1. Matériel et Méthodes

II.1.1. Présentation du site d’étude

La description du site et la localisation des stations d’échantillonnages ont été déja

décrites précédemment (chapitre. [, §. .1.1 et [.1.2).
II.1.2. Prélévement des échantillons d'eau de mer

Au niveau de chaque station, une bouteille en verre ambrée d’une capacité d’un litre est
prélevée, les bouteilles sont remplies jusqu'au bord et le bouchon est placé de telle
tacon qu’il n’y ait aucune bulle d’air (Rodier et al.,, 1978). Les échantillons sont numérotés,

étiquetés puis transportés a 'obscurité et a basse température (= 4 °C) dans des glaciéres.
I1.1.3. Préparation des échantillons

Les échantillons sont préparés au laboratoire selon les recommandations du dosage de

chaque pesticide (tableau 07).

Tableau 07 : Préparation et conservation des échantillons d'eaux de mer.

Pesticides Etapes

- Les échantillons troubles ou présentant des particules seront filtrés
Diuron et Atrazine sur du papier Whatman GF/C (0,2 pm) ;

- Conserver a 4 °C jusqu'au moment de I'analyse.

- Les échantillons troubles ou présentant des particules seront filtrés
a travers un filtre Whatman GF/C (1 um) ;

N , - Les filtrats sont récupérés, puis ajouter du méthanol et du DMSO

onylphénol

a une concentration finale de 1 % et 10 % respectivement ;

- Conserver a 4 °C jusqu’au moment de I'analyse.

- Les échantillons troubles ou présentant des particules seront filtrés a
travers un filtre Whatman GF/C (0,2 um) ;

- Les filtrats sont conservés par ajout de quelque gouttes d’acide

Glyphosate

chlorhydrique, ces derniers seront neutralisés par de la soude juste

avant la réalisation du dosage ;

- Conserver a 4 °C jusqu’au moment de I'analyse.
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II.1.4. Dosage des pesticides

Pour le dosage des pesticides nous avons utilisé des kits—Elisa (enzyme-linked

immunosorbent assay), les dosages ont été réalisés selon le mode opératoire décrit dans

le carnet de chaque Kit, les étapes du dosage sont comme suit :

II.1.4.1. Diuron

Pour le dosage du diuron nous avons utilisé le kit Abraxis (Référence N° : 520001), ce

dernier est réservé pour le dosage du diuron dans les échantillons d’eau, le contenu du kit

est représenté dans le tableau 08, la limite de détection du kit est de 1'ordre de 0,03 pg/L.

Tableau 08 : Composant du kit diuron - Elisa.

01 | Microplaque a 96 puits.

02 | Cinq standards a diftférentes concentrations de diuron (0,03 ; 0,10; 0,3 ; 1,0 et 3,0 ug/L).
03 | Un contrdle négatif a 0,03 pg de diuron /L.

04 | Un contrdle positif a 0,30 pg de diuron /L.

05 | Tampon de dosage.

06 | Enzyme conjuguée.

07 | Solution de lavage concentrée 15 fois.

08 | Solution substrat.

09 | Solution stop.

Le principe de la technique est basé sur la compétition d'un anticorps fixé sur une

phase solide, entre I'antigéne recherché dans I'’échantillon et un conjugué fourni par le kit,

les étapes du dosage sont comme suit :

Faire sortir la microplaque et les réactifs a température ambiante avant utilisation ;
Définir le plan de la plaque avec standards, controles et échantillons ;

Diluer le tampon de lavage concentré avec 'eau distillée ;

Ajouter 25 pl du tampon de dosage dans chaque puits ;

Ajouter 50 pl des solutions étalons, des controles et des échantillons dans les puits
selon le schéma de travail donné ;

Ajouter 50 pl de la solution enzyme conjuguée ;

Recouvrir la plaque avec du parafilm puis incuber la plaque pendant 30 min a

température ambiante sous agitation orbitale ;
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o Laver chaque puits avec 300 ul de la solution tampon de lavage, répéter 1'étape
3 fois ;

o Le tampon restant dans les puits doit étre retiré en tapotant la plaque séche sur du
papier absorbant ;

o Ajouter 100 pl de la solution substrat dans chaque puits puis incuber pendant 25 a
30 min a température ambiante, a I'obscurité et sous agitation ;

o Ajouter dans chaque puits 50 pl de solutions stop ;

o Lire l'absorbance a une longueur d'onde A = 450 nm a l'aide d'un lecteur de
microplaque (Mindray MW-12A) ;

o A partir des résultats obtenus sur la gamme étalon chacun des échantillons est alors

déduit. La concentration en diuron est exprimée en pg/L.

I1.1.4.2. Atrazine

Pour le dosage de I'atrazine nous avons utilisé le kit Abraxis (Référence N° : 1520005),

ce dernier est réservé pour le dosage de l'atrazine dans les échantillons d’eau, le contenu du

kit est représenté dans le tableau 09, la limite de détection du kit est de 1'ordre de 40 ng/L.

Tableau 09 : Composant du kit atrazine - Elisa.

01 | Microplaque a 96 puits.

02 | Six standards a différentes concentrations d’atrazine (0,05 ; 0,1 ;0,25 ; 1; 2,5 et 5 ng/L).
03 | Un controle négatif a 0,05 ng d'atrazine /L.

04 | Un controle positif a 6 ng d'atrazine /L.

05 | Tampon de dosage.

06 | Enzyme conjuguée.

07 | Solution de lavage concentré 5 fois.

08 | Solution substrat.

09 | Solution stop.

Le principe de la technique est basé sur la compétition d'un anticorps fixé sur une

phase solide, entre I'antigeéne recherché dans I'’échantillon et un conjugué fourni par le kit,

les étapes du dosage sont comme suit :

o Faire sortir la microplaque et les réactifs a température ambiante avant utilisation ;
o Définir le plan de la plaque avec standards, controles et échantillons ;

o Diluer le tampon de lavage avec de I'eau distillée ;
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Déposer 25 pl du tampon de dosage dans chaque puits ;

Déposer 25 pl de la solution étalon, des controles et des échantillons dans les puits
selon le schéma de travail donné ;

Ajouter 50 pl de l'enzyme conjuguée ;

Incuber 80 minutes a température ambiante sous agitation orbitale ;

Laver les puits de la microplaque 3 fois avec 250 pl de la solution de lavage ;

Le tampon restant dans les puits doit étre retiré en tapotant la plaque seche sur du
papier absorbant ;

Ajouter 100 pl de la solution substrat, puis incuber entre 15 & 20 min a température
ambiante, a I'abri de la lumiére et sous agitation ;

Ajouter 50 pl de la solution stop ;

Lire les absorbances a une longueur d’onde A = 450 nm a l'aide d’'un lecteur de
microplaque (Mindray MW-12A) ;

A partir des résultats obtenus sur la gamme étalon chacun des échantillons est alors

déduit. La concentration en atrazine est exprimée en ng/L.

I1.1.4.3. Nonylphénol

Pour le dosage du nonylphénol nous avons utilisé le kit Tokiwa Chemicals Industries

(Rétérence N° : 590012), ce dernier est réservé pour le dosage du nonylphénol dans les

échantillons d’eau, le contenu du kit est représenté dans le tableau 10, la limite de détection

du kit est non indiquée.

Tableau 10 : Composant du kit nonylphénol - Elisa.

01 | Microplaque a 96 puits.

02 | Microplaque a 96 puits non revétue.

038 | Plaque de recouvrement.

04 | Quatre standards a différentes concentrations de nonylphénol (50 ; 200 ; 1000 et 5000 pg/L).
05 | Solution de tampon.

06 | Enzyme conjuguée en poudre.

07 | Solution de lavage concentré 6 fois.

08 | Solution substrat.

09 | Solution stop.
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Le principe de la technique est basé sur la compétition d'un anticorps fixé sur une
phase solide, entre I'antigéne recherché dans I'échantillon et un conjugué fourni par le kit,

les étapes du dosage sont comme suit :

o Retirez le contenu du kit du réfrigérateur et le laisser a température ambiante avant
utilisation ;

o Détinir le plan de la plaque avec standards, controles et échantillons ;

o Diluer le tampon de lavage avec de I'eau distillée ;

o Préparer du méthanol a 10 % (qui contiennent 1 % de DMSO) ;

o Diluer les quatre standards (50 ; 200 ; 1000 et 5000 pg/L) avec du méthanol a
10 % préparer ci-dessus a des concentrations de 'ordre de 5 ; 20 ; 100 et 500 pg/L
respectivement ;

o Préparer 'enzyme conjuguée en poudre avec la solution tampon ;

o Mélanger 100 pl de la solution conjuguée et 100 ul des étalons ou des échantillons
dans chaque puits de la microplaque non revétue, puis mélanger a l'aide l'une
micropipette ;

o Prélever 100 pul du mélange ci-dessus puis déposer dans chacun des puits de la
microplaque revétue ;

o Recouvrir la plaque avec du parafilm puis incuber pendant 60 min a température
ambiante ;

o Laver les puits de la microplaque 2 fois avec 300 ul de la solution de lavage ;

o Le tampon restant dans les puits doit étre retiré en tapotant la plaque sur du
papier absorbant ;

o Ajouter 100 pl de la solution substrat dans chaque puits ;

o Recouvrir avec du parafilm puis incuber pendant 30 min a température ambiante.

o Ajouter 100 pl de la solution stop ;

o Lire l'absorbance a une longueur d'onde A = 450 nm a l'aide d'un lecteur de
microplaque (Mindray MW-12A) ;

o A partir des résultats obtenus sur la gamme étalon chacun des échantillons est

alors déduit. La concentration en nonylphénol est exprimée en pg/L.

II.1.4.4. Glyphosate

Pour le dosage du glyphosate nous avons utilisé le kit Abraxis (Référence N° :

1500086), ce dernier est réservé pour le dosage du glyphosate dans les échantillons d’eau,
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le contenu du kit est représenté dans le tableau 11, la limite de détection du kit est de

l'ordre de 0,05 ng/L.

Tableau 11 : Composant du kit glyphosate — Elisa.

01 | Microplaque a 96 puits.

02 | Anticorps antiglyphosate.

03 | Enzyme conjuguée.

04 | Cinq standards a diftférentes concentrations de glyphosate (0,075 ; 0,02 ; 0,5 ; 1 et 4 pg/L).
05 | Controle positif a 0,75 pg de glyphosate /L
06 | Tampon diluant.

07 | Solution tampon.

08 | Solution de lavage concentré 5 fois.

09 | Solution substrat.

10 | Solution stop.

11 | Réactif de dérivation.

12 | Diluant de dérivation.

Le principe de la technique est basé sur la compétition d’'un anticorps fixé sur une

phase solide, entre I'antigeéne recherché dans I'échantillon et un conjugué fourni par le kit,

les étapes du dosage sont comme suit :

Retirez le contenu du kit du réfrigérateur et les laisser a température ambiante avant
utilisation ;

Définir le plan de la plaque avec standards, controles et échantillons ;

Diluer le tampon de lavage avec de 'eau distillée ;

Diluer le réactif de la dérivation avec le diluant de dérivation puis vortexer ;

Préparer une série de tubes avec 250 pl de standard, contréle et échantillon
a analyser ;

Ajouter 1 ml de la solution tampon dans a chaque tube ;

Meélanger puis ajouter 100 pl de solution de dérivation préparée ci-dessous ;
Meélanger immédiatement dés I'ajout de la solution de dérivation ;

Incuber 10 minutes a température ambiante ;

Déposer 50 pl de solution standard, contrdle et échantillon dérivés dans chaque puits
de la microplaque ;

Déposer 50 pl d’anticorps antiglyphosate ;
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o Recouvrir la plaque avec du parafilm, agiter par un mouvement circulaire puis
incuber durant 80 min a température ambiante ;

o Ajouter 50 pl de 'enzyme conjuguée ;

o Recouvrir avec du parafilm puis agiter par un mouvement circulaire ;

o Incuber durant 60 min a température ambiante ;

o Laver les puits de la microplaque 3 fois avec 250 pl de la solution de lavage ;

o Le tampon restant dans les puits doit étre retiré en tapotant la plaque sur du papier
absorbant ;

o Ajouter 150 pl de la solution substrat, puis incuber durant 20 & 30 min a température
ambiante ;

o Ajouter 100 pl de la solution stop ;

o Lire l'absorbance a une longueur d'onde A = 450 nm a l'aide d’un lecteur de
microplaque (Mindray MW-12A) ;

O A partir des résultats obtenus sur la gamme étalon chacun des échantillons est alors

déduit. La concentration en glyphosate est exprimée en ug/L.

II.1.5. Détermination du risque quotient

Le risque écotoxicologique pour les organismes aquatiques a été évalué pour chaque
substance en calculant le risque quotient (RQ), toutefois les organismes aquatiques ne sont
généralement pas exposés a des substances individuelles mais a un mélange de produits
chimiques simultanément, en raison de la variabilité temporelle et spatiale de leur
composition, une évaluation des effets directs n'est bien que souhaitable par le calcul du
risque quotient du mélangé (RQm) (Berenbaum, 1989). Le calcul du RQ a été réalisé en
divisant la concentration du pesticide mesurée dans le milieu (Cmm) a la concentration sans
effet observé correspondant (CSEO), alors que le RQm s'exprime comme étant le cumule des

RQk calculé pour chaque pesticide dosé.

ROk : Risque quotient de chaque pesticide.
correspondante du pesticide.

| cm ee : |
i RQ=CsEo i RQm = z RQk i
| ¥ e i
i RQ : Risque quotient. i i |
i Cm : Concentration du pesticide dosé dans le ii RQm : Risque quotient pour un mélange de i
i milieu. Ei pesticides. i
1 CSEO : Concentration sans effets observé ii !

__________________________________________________________________________________________
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L'échelle d’appréciation de Gotz et al. (2011) du risque écotoxicologique lié a une

seule substance et au mélange de substances chimiques est représentée dans le tableau 12.

Tableau 12 : Echelle d’appréciation du risque écotoxicologique du RQ et RQm.

o RQ RQm
Echelle d’appréciation
Appréciation de l'environnement Respect du critére de la qualité (CQC)
RQ <o,1 Trés bon
CQC respecté
0,1 < RQ<1 Bon
1 <RQ<2 Moyen
2 <RQ<10 Médiocre CQC non respecté
RQ > 10 Mauvais

II.1.6. Analyse statistique

L'analyse statistique des données a été réalisée avec le logiciel XL STAT 2014, I'état
de distribution normale a été vérifié précédemment en appliquant le test de Shapiro-Wilk, ce
qui a permis de choisir des méthodes non paramétriques pour l'analyse statistique. L'analyse
de variance (test de Kruskal-Wallis) a été utilisée pour comparer la variation intersaisons et

interstations. Le test a été réalisé a un niveau de signification de a = 0,05.

I1.2. Résultats

I1.2.1. Pesticides

Les résultats obtenus du dosage des pesticides dans les stations d'échantillonnage

sont comme suit :

II1.2.1.1. Diuron

La variation de la concentration du diuron dans les stations d’étude est trés variable,
elle est comprise entre 0,06 * 0,01 et 1,42 = 00 pug/L (Fig.18). Les teneurs les plus élevées
ont été retrouvé a la saison automnale (1,4 + 00 pg/L) et estivale (1,00 + 0,01 pg/L)
au niveau de la station S.3 et S.1 respectivement. Les concentrations du diuron dosées
au niveau des stations d'échantillonnages sont au-dessous de la norme fixée par
Environnemental quality Standard (EQS) qui est de l'ordre de 1,8 pg /L durant toute
la période d’étude.
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L’application du test non paramétrique de Krustal-Wallis relatif a la comparaison
de la variation de la concentration du diuron des eaux des stations d'échantillonnage,
a révélé la présence de diftérences significatives entre les saisons (p = 0,03) et l'absence

de différences significatives entre les stations (p = 0,69).

T EQS
1,6 -
1,4 -
1,2 -

Diuron (pg/L)

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2

Hiver Printemps Eté Automne

Figure 18 : Variation spatiotemporelle de la concentration du diuron de l'eau (ug/L) des
trois stations du golfe d’Annaba durant I'année 2012 (Moyenne + SD ; n = 3).

I1.2.1.2. Atrazine

Les concentrations de l'atrazine au niveau des stations d’études ont été toujours
inférieur a la limite de détection (40 ng/L) sauf au printemps ou de trés faibles
concentrations ont été retrouvé au niveau de la station S.2 et S.3 (Fig.19). Les
concentrations de l'atrazine dans l'eau restent inférieur a la norme proposée par EQS qui

est de I'ordre de 2 pg /L.

L’application du test non paramétrique de Krustal-Wallis relatif a la comparaison de la
variation de la concentration de l'atrazine des eaux des stations d'échantillonnage, a révélé

I'absence de différences significatives entre les saisons (p = 0,08) et les stations (p = 0,57).
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Figure 19 : Variation spatiotemporelle de la concentration de 1'atrazine de 1'eau (ng/L) des
trois stations du golfe d’Annaba durant I'année 2012 (Moyenne + SD ; n = 3).

I1.2.1.3. Nonylphénol

La variation de la concentration du nonylphénol est représentée dans la figure 20. Les
concentrations les plus élevées ont été retrouvé a la saison printanieére et automnale, le
maximum a été signalé dans la station S.1 (2,11 £ 0,01 pg/L). Les concentrations en
nonylphénol dans I'eau restent inférieures ou égales a la norme proposée par EQS qui est de

l'ordre de 2 ng /L.

L’application du test non paramétrique de Krustal-Wallis relatif a la comparaison de
la variation de la concentration du nonylphénol des eaux des stations d'échantillonnage,
a révélé l'absence de diftérences significatives entre les saisons (p=0,05) et les stations

(p = 0,05).
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Figure 20 : Variation spatiotemporelle de la concentration du nonylphénol de 'eau (pg/L) des
trois stations du golfe d’Annaba durant I'année 2012 (Moyenne + SD ; n = 3).

I1.2.1.4. Glyphosate

La variation de la concentration du glyphosate dans les stations détudes est
représentée dans la figure 21. Les concentrations les plus élevées ont été retrouvé en
hiver au niveau des stations S.2 et S.3 avec des concentrations de l'ordre de 15,83 + 0,06
et 16,23 £ 0,11 pg/L respectivement. En absence d'une norme proposée par EQS
pour les eaux de mer ; nous avons comparé nos résultats aux valeurs guides d’Australian
Guideline qui sont comprises entre 370 et 2000 ug /L destinés pour les eaux douces et qui
peut étre appliqué aux eaux marines. Les concentrations en glyphosate dans I'eau du golfe

d'Annaba ont été inférieures a la valeur norme proposée par Australian Guideline.

L’application du test non paramétrique de Krustal-Wallis relatif a la comparaison
de la variation de la concentration du glyphosate des eaux des stations d'échantillonnage,

a révélé T'absence de diftérences significatives entre les saisons (p = 0,29) et les stations

(p = 0,38).
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Figure 21 : Variation spatiotemporelle de la concentration du glyphosate de 'eau (ug/L) des
trois stations du golfe d’Annaba durant I'année 2012 (Moyenne + SD ; n = 3).

I1.2.2. Risque quotient

Les résultats obtenus du calcul du risque quotient sont représentés dans le tableau 13.
Le nonylphénol et le diuron ont indiqué les plus grandes valeurs du RQ, les valeurs
correspondantes étaient toujours supérieures a 2 avec une valeur maximale de 128,75
et de 70,95 enregistré en automne pour le diuron et le nonylphénol respectivement. Ce

qui nous permet de qualifier les stations d'échantillonnages entre médiocre et mauvaise.

Les valeurs du RQ du glyphosate étaient toujours inférieures ou égales a 0,1
en raison de leur haute valeur de NOEC, cela nous permet de qualifier les stations
d'échantillonnages entre trés bonne et bonne. En ce qui concerne l'atrazine, les
valeurs de RQ étaient toujours inferieur 0,1 ; cela nous permet de qualifier les stations

d'échantillonnages de trés bonne.

Les résultats obtenus du calcul du risque quotient du mélangé sont représentés
dans la figure 22. Toutes les valeurs du RQm sont supérieures a 1 au niveau des
trois stations d'échantillonnage, les valeurs les plus élevées ont été observées en
automne au niveau des stations S.2 et S.3. Cela nous permet de déduire que les eaux de ces

deux stations ne respectent pas les criteres de qualité vis-a-vis des pesticides étudiés.
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Tableau 13: Variation du RQ de l'eau des trois stations du golfe d’Annaba durant

l'année 2012.

Saison

Station

Atrazine

Diuron

Glyphosate

Nonylphénol

Hiver

S.1
S.2
S.3

Printemps

S.1
S.2
S.3

Eté

S.1
S.2
S.3

Automne

S.1
S.2
S.3

Printemps| Eté Automne

Hiver

S.3
S.2
S.1
S.8
S.2
S.1
S.3
S.2
S.1
S.3
S.2
S.1

NOEC = 21,2pg/L

NOE = 0,02 pg/L

NOEC = 108 pg/L

02,751

05,509

NOEC = 0,018 pg/L

20

40

60

80

ROm

100 120 140

160 180

Figure 22 : Variation spatiotemporelle du RQm de I'eau des trois stations du golfe d'Annaba

durant l'année 2012.

I1.2.3. Analyse statistique

La variation intersaisons et interstations des pesticides ont déja été mentionnées

précédemment (chapitre.ll, §.II1.2.1), la comparaison non paramétrique entre les saisons
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par I'application du test de Kruskal-Wallis, révele des différences significatives (p < 0,05)
seulement pour le diuron. Toutefois la comparaison interstations ne révele aucune différence
significative (p > 0,05) pour l'ensemble des pesticides dosés. Cela peut étre expliqué

par d'autres facteurs hors les saisons et les stations.

I1.3. Discussion

I1.3.1. Pesticides

Le diuron est un antifouling dérivé de l'urée, c'est le biocide le plus largement utilisé
(Thomas et al, 2002) comme peintures antifouling dans le monde (Yonehara, 2000 ;
Thomas, 2001). Il est classé parmi les 33 substances prioritaires conformément a l'annexe II
de la directive 2013/39/UE (Commission Européenne, 2013) dont l'utilisation a été
complétement interdite en 2004, il a été reconnu par la commission européenne comme une
substance prioritaire dangereuse (Malato et al, 2002). Certains pays de 1'Europe ont
restreint son utilisation comme peinture antifouling sur les petits bateaux (Giacomazzi
et Cochet, 2004 ; Konstantinou et Albanis 2004). Bien qu'il ait été interdit, il est
couramment retrouvé a de fortes concentrations au niveau des eaux coOtiéres marines

(Munaron et al,, 2012 ; Caquet et al,, 2013).

Selon les résultats obtenus, la concentration du diuron a été toujours inférieure a la
valeur norme proposée par EQS (Commission Européenne, 2008), nous pouvons déduire
que les eaux cotiéres du golfe d’Annaba ne semblent pas étre a un stade alarmant a 'heure
actuelle comparé aux eaux cotieres de diftérents pays a travers le monde (Tableau 14), telle
que la mer de la Manche, la mer Adriatique, la mer du Nord, la mer intérieure de Seto et la
mer du Japon. Cependant elles sont supérieures a celles retrouvées au niveau des zones
cotieres de la mer Celtique, la mer d'Andaman, la mer de Chine et 1'océan Atlantique. Au
niveau du golfe d'Annaba, les concentrations retrouvées paraissent plus ou moins égales a

celles retrouvées au Nord de la Méditerranée.

La présence du diuron dans le golfe d'Annaba était inattendue compte tenu des
restrictions sur son utilisation. L'augmentation de sa concentration en été et en automne
serait due probablement a l'augmentation saisonnieére des activités de plaisance (Biselli
et al, 2000 ; Lambropolou et al, 2002 ; Mezuca et al, 2002 ; Thomas et al, 2003)
et en particulier le nettoyage et la peinture des coques des bateaux avant le début de la
saison hivernale. Une tendance saisonniere similaire avec des valeurs importantes a la

saison estivale ont été rapportées dans un port de plaisance suédois (KEMI, 2006). Aussi,
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cela peut étre due aux activités maritimes (Martinez et al, 2001 ; Sakkas et al., 2002) et
urbaines qui peuvent aussi étre source d’'une contamination (Gerecke et al, 2002). Il est
également utilisé comme pesticide a usage agricole, conduisant a une éventuelle confusion

dans l'identification des sources de contamination (Di Landa et al,, 2009).

Tableau 14 : Etude comparative de la variation de la concentration du diuron au niveau

des zones cOtiéres marines.

Sites Concentration (ng/1) Références
0,01-1,38 Landa et al. (2009)
2 Martinez et al. (2000)
Mer Méditerranée
0,33 Munaron et al. (2012)
0,06- 1,42 Présent travail
0,01- 6,74 Thomas et al. (2001)
Mer de la Manche 0,0597- 0,0664 Gatidou et al. (2007)
0,02 - 0,254 Buisson et al. (2008)
42 Gennaro et al. (1995)
Mer Adriatique
0,401-1,957 Loos et al. (2013)
Mer Celtique 0,44 - 0,78 Caquet et al. (2013)
6,742 Thomas (2001)
Mer du Nord 0,768 Boxall et al. (2000)
1,130 Lamoree et al. (2002)
0,753 Sheikh et al. (2009)
Mer de Chine
0,0978 — 0,032 Ali et al. (2014)
Mer d'Andaman 0,00626 — 0,0717 Ali et al. (2014)
Mer intérieure de Seto 3,05 Okamura et al. (2003)
Mer du Japon 0,03 — 3,05 Okamura et al. (2003)
Océan Atlantique 0,02 - 0,20 Sanchez-Rodriguez et al. (2011)

Les études écotoxicologiques ont démontré que le diuron est hautement toxique pour
les organismes d’eau douce et marin (Okamura et al, 2003 ; Konstantinou et Albanis
2004 ; Jones, 2005), telle que le corail (Jones et Heyward, 2003 ; Jones et Kerswell,
2003 ; Jones et al, 2003 ; Owen et al, 2003), les herbiers marins (Macinnis-Ng
et Ralph, 2003 ; Chesworth et al.,, 2004) ; les huitres (Mai et al, 2013 ; Barranger et al,
2014) ; les embryons et les larves d'oursin (Marin et al, 2000 ; Kobayashi et

Okamura, 2002 ; Manzo, 2004 ; Bellas et al, 2005). L'eftfet toxique du diuron sur
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7

l'oursin Paracentrotus lividus a déja été étudiée par Kobayashi (1977, 1980, 1981, 1994) ;
Warnau et al. (1996) ; Rumbold et Snedaker (1997) ; Fernandez et Beiras (2001) ;
Radenac et al. (2001) ; Lorenzo et al. (2002) ; Phillips et al. (2003) ; Manzo (2004) et
Manzo et al. (2006). Ces derniers ont démontré qu’il pourrait provoquer l'arrét du stade

larvaire chez les embryons.

L'atrazine est 'herbicide le plus connu du groupe des triazines (Pick et al, 1992 ; Sene
et al., 2010), il fait partie des herbicides les plus largement et fréquemment utilisé
(US EPA, 2006). Il est a la fois efficace et peu coliteux, c’est un composé modérément
toxique (Moaweda et al, 2015) classé par 'agence de protection de 'environnement des
Etats-Unis comme produit chimique cancérigéne et perturbateur endocrinien (US EPA,
1990). Il a été interdit en 2004 par l'union européenne (Commission Européenne, 2004c),
toutefois il est utilisé par d'autre pays (Dong et al, 2009 ; Sass et Colangero, 2006).
En raison de sa persistance, sa solubilité élevée et son aptitude a s'adsorber sur les sols
(Francioso et al, 1992) il est facilement lessivé a partir des sites d'application (Williams

et al, 1991), il a été détecté dans l'eau de ruissellement des terres agricoles a des

concentrations qui varient entre 3 et 275 pg/L (Southwick et al, 1990).

Bien que son utilisation dans l'agriculture ait été interdite, I'atrazine et ses produits
de dégradation sont encore fréquemment détecté dans les plans d'eau (Loos et al, 2010 ;
Jablonowski et al., 2011 ; Munaron et al., 2012 ; Reh et al, 2013), c’est la conséquence
du transfert a long terme des résidus des zones agricoles ol l'herbicide a été utilisé
précédemment (Caquet et al, 2013). Au niveau de nos stations d’échantillonnage, la
teneur de l'atrazine a été toujours inférieure a la norme proposée par EQS (Commission
Européenne, 2008), nous pouvons affirmer que les eaux cotieres du golfe d’Annaba ne
semblent pas étre a un stade alarmant a l'heure actuelle, toutefois une concentration
de l'ordre de 0,1 pg/L peut causer des effets néfastes chez les organismes aquatiques

(Tillitt et al, 2010).

Etant donné que 'atrazine a été détecté uniquement dans un petit nombre d'échantillons
au niveau du golfe d'Annaba, il est difficile de donner une explication a propos de ses
tendances temporelles et spatiales. Il serait nécessaire de procéder au dosage des principaux
produits de dégradation : déséthylatrazine et desisopropylatrazine. L.a contamination des
eaux coOtiéres par l'atrazine et ses produits de dégradation est un phénomene fréquemment
rapporté par Carafa et al. (2007), la comparaison de nos résultats avec d'autres zones

cotieres a travers le monde (Tableau 15), nous a permis de constater que les concentrations

retrouvées ont été plus ou moins égales a d'autres zones cotiéres de la mer Méditerranéenne
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et la mer du Nord. Cependant, ces concentrations sont trés importantes par apport a celle
retrouvées au niveau de la mer Adriatique, la mer Baltique, la mer d’Irlande, la mer de

Marmara et la mer Celtique.

Tableau 15 : Etude comparative de la variation de la concentration de l'atrazine au
niveau des zones cotiéres marines.

Sites Concentration (ng/1) Références

0 - 800 Readman et al. (1993)

0 Ferrer et al. (1997)

0 Pérez - Carrera et al. (2007)
Mer Méditerranée

0,2-1,5 Bueno et al. (2009)

1,6 - 15 Nodler et al. (2013)

0 - 108,64 Présent travail

0-18 Readman et al. (1993)
Mer Adriatique 1,3-5,9 Carafa et al. (2007)

0,589 - 1,522 Loos et al. (2013)

2-38 Bester et Hiihnerfuss (1993)
Mer Baltique 1,8-9 Pempkowiak et al. (2000)

0,2-1 Nodler et al. (2013)

0-110 Bester et Hiihnerfuss (1993)
Mer du Nord

3,3 - 37 Hiihnerfuss et al. (1997)
Mer Celtique 0-0,625 Caquet et al. (2013)
Mer de Marmara 31-32 Nodler et al. (2013)
Mer d’Irlande 0-38,3 Law et al. (1994)

Une partie importante de la pollution du golfe provient de 1'amont de l'estuaire,

mais les relations entre les sources terrestres et la contamination cotiére sont souvent
négligée (Chapman et Wang 2001). Maintenant il y a plus de preuves que les apports
fluviaux contribuent en grande partie a la présence des pesticides dans les zones cotieres
(Lewis et al., 2009 ; Shaw et Miiller, 2005). De tels composés peuvent étre présents en
quantités importantes a une certaine période, les tendances temporelles de leur présence
peuvent étre liées a la période d'application. On suggere que les concentrations en aval
dans l'estuaire d'El Mafrag seraient généralement plus importantes qu'en amont en raison

de la dilution provoquée par le mélange d'eau douce avec I'eau de mer qui est relativement

non contaminée. La dégradation microbienne pourrait également expliquer une partie de

74



Deuxiéme partie : Chapitre II

cette transformation. Certains genres bactériens sont capables de dégrader l'atrazine
(Sene et al., 2010), tels que : Pseudomonas (Shapir et al., 2007), Arthrobacter (Sajjaphan

et al, 2004 ; Qingyan, 2008) et Chelatobacter (Rousseaux et al., 2003).

La présence de l'atrazine dans le golfe d'Annaba, conduit aux préoccupations
concernant les effets délétéres sur les organismes aquatiques (Akkanen et al, 2001 ;
Nikkila et al, 2001 ; Phyu et al, 2004). Bien qu'il soit habituellement dit tout
a fait inoffensit pour les vertébrés (Hayes et al, 2011), chez les invertébrés aquatiques
l'atrazine est capable d’affecter I'équilibre hydrominéral, la fonction des branchies
(Silvestre et al, 2002), le métabolisme (Prasad et al, 1995), le comportement de la
nage (Saglio et Trijasse, 1998 ; Alvarez et Fuiman, 2005), la réduction de la croissance
(Nieves-Puigdoller et al, 2007) ainsi que la perturbation du systéme endocrinien
(Fan et al, 2007 ; Rohr et McCoy, 2010) qui se manifeste par laltération de la
morphologie, la fonction et le développement des gonades (Hayes et al, 2002 ; Tavera-
Mendoza et al., 2002a, 2002b ; Carr et al., 2003 ; Spano et al, 2004), déséquilibre du
rapport sex-ratio aux faveurs des femelles (Oka et al, 2008 ; Langlois et al, 2010)
et une diminution du taux de la reproduction (Bringolf et al, 2004 ; Tillitt et al, 2010).
Cependant Storrs et Semlitsch (2008) ; Kloas et al (2009) ; Williams et Semlitsch
(2010) ; Spolyarich et al. (2010) et Choung et al. (2011) n’ont pas signalé un effet néfaste
de 'atrazine. Bien qu'il y ait sans doute des raisons diverses pour ces résultats antithétiques,
la concentration réponse reste probablement un facteur important (Brodeur et al, 2009 ;

Rohr et McCoy, 2010).

Les nonylphénol (NP) est T'un des produits de biodégradation des Alkylphénols,
il est employés dans la synthese : des huiles lubrifiantes, des cosmétiques, des émulsifiants,
des plastiques, des peintures au latex, les détergents industriels et ménagers, le
papier, les textiles, les adhésifs ainsi que la formulation des pesticides (Priac et al, 2014).
Le NP n’est pas un produit naturel, les concentrations environnementales résultent
d’une activité anthropique (Colborn et al, 1993 ; Maguire, 1999), il a été détecté dans tous
les milieux aquatiques a savoir l'eau douce, les zones cotieres, les océans, les lagunes, les
estuaires, les lacs, les riviéres, les eaux souterraines et méme dans de l'eau potable

(Hale et al., 2000 ; Corsi et al., 2003).

L'union européenne a inclus le nonylphénol dans la liste des substances
dangereuses prioritaires pour les eaux de surface dans le cadre de la directive 2000/60/CE
(Commission Européenne, 2000) pour laquelle une politique de réduction drastique est

mise en ceuvre (Commission Européenne, 2003). Du point de vue écotoxicologique, le NP
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est persistant, modérément bioaccumulable et extrémement toxique (Severin et al., 2003 ;
Brian et al., 2005 ; Ishibashi er al, 2006 ; Soares et al.,, 2008 ; David et al., 2009 ;
Lozano et al,, 2012). Il peut imiter les effets des hormones naturels (du 17 B-oestradiol) en
se liant aux récepteurs oestrogéniques (White et al, 1994 ; Jobling et al, 1996). Le
potentiel oestrogénique a été largement étudié chez les vertébrés mais ses effets envers les

invertébrés sont encore mal connus (Pachura-Bouchet, 2005).

Au niveau des stations d’échantillonnage, la teneur du NP a été toujours inférieure
a la norme proposée par EQS (Commission Européenne, 2008). Toutefois en automne une
valeur de 2,11 pg/L a été retrouvée. Cette concentration était suffisamment élevée
pour susciter des inquiétudes a propos de son impact potentiel sur les organismes
aquatiques. La présence des NP dans le golfe d'Annaba peut étre expliquée par les rejets
urbains et l'activité anthropique. Selon Soares et al (2008), la présence du NP dans les
milieux aquatiques est principalement corrélée aux effluents des eaux usées industrialisées et
urbaines ainsi que d’autres sources anthropiques tel que l'utilisation de détergents et des
produits d’activités maritimes, la formulation des pesticides. Apres I'’émission du NP
dans l'environnement marin, il est affecté par divers processus (dilution, dégradation et
partition), la température, la salinité et la diversité microbienne peuvent affecter la
concentration des NP et de modeler leur composition (Ying et Kookana, 2003 ; Jonkers

et al., 2005 ; Li et al., 2008).

Bien que ce composé a été interdit dans la plupart des pays, cependant il est
encore retrouvé dans différentes zones coOtieres marines (Tableau 16). Selon les
résultats obtenus, nous pouvons suggérer que les eaux cotieres du golfe d’Annaba
semblent étre a un stade alarmant comparé avec d'autres zones cotiéres de la mer
Meéditerranée, la mer Adriatique, la mer Baltique et la mer du Japon. Quoique nos
résultats sont trés faibles comparées a la mer du Nord, la mer Jaune, la mer de Chine,

ainsi que les zones cotieres de 'océan atlantique, 'océan Pacifique et 1'océan Atlantique.

Les études écotoxicologiques de Baldwin et al. (1997) ; LeBlanc et al. (2000) ; Nice
et al. (2000) ; Hill et al. (2002) et Zhang et al. (2003) ont révélé que le NP pouvait
perturber la reproduction et le développement chez les invertébrés marins. Toutetois, les
travaux de Janer et Porte (2007) ; Lafont et Mathieu (2007) et Porte et al. (2006) ont
indiqué que son effet n'est pas entiérement élucidé, il est encore peu clair et en débat.
Cela est due a la présence de stéroides du type vertébré tel que le 17 B-estradiol dans divers

invertébrés (Reis-Henriques et al., 1990 ; Stefano et al, 2003). Ces derniers pourraient
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affecter certaine fonction physiologique chez les invertébrés comme chez les vertébrés

(Schoenmakers et Dieleman, 1981).

Chez l'oursin Paracentrotus lividus, le NP est génotoxique a des concentrations

comprises entre 0,937 et 18,74 pg/L (Cakal-Arslan et al, 2007). Aussi Roepke et al.

(2005) ont rapporté une altération du développement des embryons et un blocage

de 1la

(Candia-Carnevali, 2005).

capacité régénératrice, ainsi que Il'induction d'anomalie de la croissance

Tableau 16 : Etude comparative de la variation de la concentration du nonylphénol au

niveau des zones cdtiéres marines.

Sites

Concentration (ug/L)

Références

Mer Méditerranée

0,3 - 4,1
0,210
0,112
0,022 - 0,201

0,0012 - 0,689

Petrovic et al. (2002)
Gonzilez et al. (2004)
Arditsoglou et Voutsa (2008)
Arditsoglou et Voutsa (2012)

Sanchez-Avila et al. (2012)

0,07 — 2,11 Présent travail
Mer Adriatique 0,004 - 0,211 Pojana et al. (2007)
Mer Baltique 0,0013- 0,0213 Beck et al. (2006)
0,006 - 0,033 Bester et al. (2001)
0,5-221 Heemken et al. (2001)
Mer du Nord
0,0017 Jonkers et al. (2005)

0,00009 — 0,0014:

Xie et al. (2006)

280 - 2760 Basheer et al. (2004)
270 - 370 Cheng et al. (2006)
Mer de Chine 0,6 =755 Santiago et Kwan (2007)
9,7 - 928 Li et al. (2008)
8,3 - 405,8 Xu et al. (2015)
Mer Jaune 298 Li et al. (2005)
Mer du Japon 0,002 - 0,093 Kannan et al. (1998)
Océan Atlantique 29-78 Jonkers et al. (2010)
Océan Pacifique 24 - 6250 Jackson et Sutton (2011)
201 Ferguson et al. (2000)
Océan Atlantique
77 -614 Ferguson et al. (2001)
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Le glyphosate est un herbicide organophosphoré couramment utilisé dans l'agriculture
en raison de sa faible toxicité, son efficacité (Kolpin et al., 2006) ainsi que sa biodégradation
par les bactéries (Benslama et Boulahrouf, 2016) ; il est a large spectre et non sélectif
(Baylis, 2000 ; Woodburn, 2000). I1 est inclus dans la liste des substances autorisées selon

'annexe I de la directive 91/414/CEE (Commission Européenne, 1991).

Australian Guideline a proposé une valeur norme comprise entre 370 et 2000 ng /L
en eau douce (Anzecc et Armcanz, 2000) qui peut étre appliquée en absence d'une norme
marine (Mercurio et al, 2014). Les résultats obtenus sont largement inférieurs, toutefois
cela ne veut pas dire que la situation est moins préoccupante. Il serait nécessaire de
procéder au dosage de l'acide aminométhylphosphonique (AMPA) produit de dégradation
microbienne du glyphosate (Forlani et al, 1999), il est considéré comme étant égal ou
de moindre toxicité que le glyphosate (Giesy et al., 2000). L’explication la plus probable
a la présence de cet pesticide au niveau du golfe d’Annaba, serait une utilisation de ce
pesticide juste avant linondation de la région, cela a été déja observé dans une
riviere Espagnole ol une concentration de l'ordre de 137 pg/L a été signalé trois
jours apres l'application du glyphosate pour le contréle de la végétation riveraine

(Puértolas et al., 2010).

Les propriétés toxicologiques de glyphosate semblent étre bien documenté
(Carlisle et Trevors, 1988 ; Malik et al, 1989 ; Tate et al.,, 1997 ; Giesy et al., 2000),
il est de faible toxicité (Solomon et Thompson, 2003), cependant de multiples
études ont indiqué que les dérivés a base de glyphosate sont plus toxiques pour
les organismes aquatiques que le glyphosate en raison d'agents tensio-actifs présents
dans les dérivés (Folmar et al, 1979 ; Mann et Bidwell, 1999 ; Servizi et al,
1987 ; Tsui et Chu, 2003, 2004). L'exposition des invertébrées au glyphosate peut
induire des altérations tissulaires au niveau hépatique (Szarek et al, 2000 ; Langiano et
Martinez, 2008), altération des parametres hématologiques et métaboliques (Cavas et
Konen, 2007 ; Glusczak et al.,, 2007), induction de la production de la vitellogénine chez
les males (Denslow et al, 1999 ; Gercken et Sordyl, 2002 ; Hahlbeck et al, 2004 a,
2004b) ainsi  que l'altération de l'expression génique des activités des enzymes
antioxydantes (Le et al, 2010 ; Modesto et Martinez, 2010 ; Zomer-Sandrini et al,
2013). Récemment les travaux de Portier et al (2016) ont indiqué que le glyphosate est
considéré comme un cancérogéne probable pour I'homme et les animaux. Chez 1'oursin
Paracentrotus lividus, le glyphosate peut affecter le mécanisme de la division cellulaire

(Robin, 2010).
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Le glyphosate peut étre retrouvé dans différents milieux aquatiques (Tableau 17),
les eaux marines, les eaux douces, les eaux usées et méme dans les urines des travailleurs
agricoles (Acquavella et al, 2004). Cependant ces concentrations restent largement
inférieures a celles retrouvé sur le terrain agricole ou des concentrations de l'ordre
de 1700 pg/L ont été retrouvées par Mensink et Janssen (1994) et NHMRC (2011).
En environnement marin, le glyphosate reste particulierement mal documenté (Munaron,
2004), généralement il n'est pas pris en considération dans la plupart des programmes de
surveillance marine sachant quil est I'un des herbicides les plus utilisés dans le monde

(Stachowski- Haberkorn et al., 2008).

Tableau 17 : Etude comparative de la variation de la concentration du glyphosate dans

milieux aquatiques.

Sites Concentration (ug/L) Références
Zone cotiere de 1'océan Atlantique 1,2 Samain et McCombie (2008)
nd - 0,59 Skark et al. (1998)
nd - 4,5 Scribner et al. (2003)
Rivieres et eaux de ruissellement nd - 0,74 Pesce et al. (2008)
nd - 40,8 Struger et al. (2008)
54 Davis et al. (2013)
Zone cotiére de la mer Méditerranée 0,63 - 16,23 Présent travail

nd : Inferieur a la limite de détection

I1.4.2. Risque quotient

L’appréciation de la qualité des eaux des stations d'échantillonnage varie
fortement d’une substance a lautre du fait notamment des critéres de qualité qui
different d’'une substance a l'autre; les résultats obtenus du calcul du RQ soutiennent
la nécessité d'une plus grande prise de conscience sur la qualité des eaux du golfe
d'Annaba, quoique les valeurs obtenues aient été inférieures aux normes proposées

par EQS.

Lorsque les organismes aquatiques sont exposés a un mélange des pesticides un
effet significatif pourrait se produire méme si la concentration de chaque composé individuel
est inférieure a la concentration sans effets observés correspondants (Backhaus et al,

2000). Les effets toxiques de plusieurs produits chimiques ont été reconnue comme un

79



Deuxiéme partie : Chapitre II

facteur important en écotoxicologie parce que le mélange des constituants chimiques peut
avoir un impact négatif sur les organismes aquatiques (Hernando et al., 2003). Les valeurs
du RQm calculées étaient toujours supérieures a 1, ce qui suggere que les risques associés
a ces composés étaient tres élevés, ce qui nous laisse a penser que les critéres de qualité
sont non respectés. Les travaux de Kobayashi (1984, 1990) ; Pagano et al. (1986) et
Cakal-Arslan et al. (2007) ont indiqué que les embryons et les gamétes de l'oursin

Paracentrotus lrvidus sont sensibles aux mélanges des produits chimiques ou des effets sur la

reproduction, le développement et la cytogénétique ont été mis en évidence.

La concentration de ces composés en question dans le golfe d'Annaba présente
alors un potentiel nuisible pour l'écosystéme, cependant il faut d'autres données
toxicologiques pour clarifier les effets néfastes sur la communauté marine et si des effets
synergiques pourrait se produire (Graumann et al, 1999). La comparaison des résultats
obtenus avec une étude réalisée précédemment au Nord-Ouest Méditerranéen, a montré
I'existence d'un risque plus élevé compte tenu des concentrations élevées en
polychlorobiphényles et dichlorodiphényltrichloréthane dans les échantillons (Gémez-

Gutiérrez et al., 2007b).
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III.1.Matériel et méthodes

III.1.1. Description du site d’étude

La description du site et des stations d'échantillonnage a été déja décrite
précédemment (chapitre. I, §. L.1.1 et 1.1.2), les compagnes d’échantillonnage ont été

effectuées a la méme période que celle des parametres physicochimiques a raison d’une

fois par saison.

II1.1.2. Matériel biologique

Au niveau de chaque station, trois oursins ont été récoltés en plongée et manuellement
a l'aide d’un couteau, les oursins récoltés ont été triés a 1'aide d’'un pied a coulisse, seuls les
individus ayant une taille de 50 mm (taille minimale marchande de I'oursin) sont prélevés,
rincés délicatement a I'eau de mer puis transporter au laboratoire dans des bidons remplis

d’eau de mer oxygénée. Arrivée au laboratoire, les oursins sont disséqués le jour méme.

II1.1.3. Détermination des indices physiologiques

Pour déterminer le degré de remplissage et la période de reproduction, nous
avons déterminé l'indice de condition (IC) et lindice gonadique (IG) respectivement,
pour cela une série de mesures et de pesées ont été réalisées sur chaque individu a l'aide
d'un pied a coulisse et d'une balance. Ces deux indices ont été calculés de diftérentes
maniéres selon les auteurs, le calcul de 1'IC a été réalisé selon la formule proposée par
AFNOR (1985), elle s'exprime comme étant le poids de la chair molle sur le poids total.
Le calcul d'IG s'exprime comme étant le rapport entre le poids sec des gonades (mg) sur le

diametre horizontal du test au cube (cm?®) (Semroud et Kada, 1987).

IC = (Poids de la chair molle / Poids total)*100

IG (mg/cm?®) = Poids des gonades secs /(Diameétre)®

___________________________________________________________________
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II1.1.4. Dosage des biomarqueurs

II.1.4.1. Préparation des surnageants

Pour la préparation des surnageants nous avons préparé quatre tampons, le tampon Tris
a 20 mM pour le dosage des protéines, du GSH, du GST et la CAT (Bainy et al, 1996) ;
le tampon phosphate de sodium a 0,1 % de Triton pour le dosage de 'AChE (Ellman et al,
1961) ; le tampon chlorure de potassium a 1,15 % pour le dosage de 'MDA (Uchiyama et
Mihara, 1978) et le tampon d’homogénéisation a base de Tris et de saccharose pour le
dosage de la MT (Viarengo et al, 1997). La composition et la préparation des tampons

sont représentées dans I'annexe 5.

Le dosage des protéines, du GSH, du GST, de la CAT, de I'AChE et de I'MDA a
été réalisé dans la fraction S9, pour cela nous avons broyé 1 g de la gonade dans 3 ml
de tampon approprié. Aprées broyage, 'homogénat a été centrifugé a 9000 g pendant 20 min

a 4 °C, les surnageants obtenues ont été aliquotés dans des tubes Eppendort et conservés

a-25 °C jusqu’au moment de 'analyse (Bainy et al., 1996).

Pour la réalisation du dosage de la métallothionéine, il est nécessaire de récupérer
la fraction cytosolique riche en MT, pour cela nous avons broyé 1 g de la chair des
gonades dans 3 ml du tampon d’homogénéisation. Apres broyage, 'homogénat a été
centrifugé a 30000 g pendant 20 min a 4 °C (Viarengo et al, 1997). Les surnageants

obtenues ont directement été utilisé pour le au dosage de la MT.

II1.1.4.2. Protéines

Les protéines ne sont pas un biomarqueur, leur dosage a été réalisé selon la méthode
de Bradford (1976), il s’agit d'une méthode de mesure trés sensible basée sur une réaction
colorimétrique entre les protéines et un colorant : le bleu brillant de Coomassie (G250).
Ce réactif rouge/brun a 1'état libre, prend une couleur bleue quand il est lié aux protéines.
La composition et la préparation du réactif nécessaire au dosage des protéines sont

représentées dans 'annexe 6.

La réalisation de ce dosage nécessite I'élaboration d’'une gamme étalon de protéines
standard sous forme d’albumine de sérum bovin (BSA), cette gamme comprend sept
concentrations (0 ; 0,1 ; 0,2 ; 0,4 ; 0,6 ; 0,8 et 1 mg /ml). Des dilutions préalables peuvent

s’avérer nécessaires afin que les valeurs d’absorbance des échantillons soient comprises
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dans l'intervalle des valeurs d’absorbance de la gamme étalon. Le dosage s’applique aux

échantillons et a la gamme étalon dont les étapes sont comme suit :

o Prélever 100 pl de 1'échantillon a doser ;

o Ajouter 5 ml du réactif protéique ;

o Meélanger au vortex puis laisser reposer 5 min ;

o0 Mesurer I'absorbance a une longueur d'onde A = 595 nm ;

o Tracer la droite étalon : Absorbance = f(concentration en protéines) ;

O

A partir des résultats obtenus sur la gamme étalon de BSA, chacun des échantillons
est alors déduit en tenant compte du facteur de dilution initial.

La quantité en protéines obtenues est exprimée mg/ml. La représentation graphique

(@)

de la courbe d'étalonnage est représentée dans I'annexe 6.

II1.1.4.3. Glutathion réduit

Le glutathion réduit a été dosé selon la méthode décrite par Weckbecker et Cory
(1988), la méthode de dosage est basée sur I'évaluation de la réduction de l'acide
5,6' — dithiobis - 2 - nitrobenzoique (DTNB) par les groupes thiols (SH) du glutathion
en formant l'acide 5 - thio - 2 - nitrobenzoique (TNB) ; ce dernier est caractérisé par une
coloration jaune intense qui peut étre mesurée au spectrophotometre (Vandeputte et al,
1994). La composition et la préparation des produits nécessaires au dosage sont représentées

dans 'annexe 7.

La réalisation du dosage nécessite 1'élaboration d’'une gamme étalon de standards
sous forme de glutathion réduit, cette gamme comprend 6 concentrations (0 ; 20 ; 40 ; 60 ; 80
et 100 umol/ml). Des dilutions préalables peuvent s’avérer nécessaires afin que les valeurs
d’absorbance des échantillons soient comprises dans l'intervalle des valeurs d’absorbance
de la gamme étalon. Le dosage s’applique aux échantillons et a la gamme étalon dont les

étapes sont comme suit :

o Prélever 0,8 ml de 1'échantillon a doser ;

o Ajouter 0,2 ml de la solution d’acide sulfosalicylique a 4 % ;

o Homogénéiser puis laisser reposer dans de la glace pendant 15 min ;
o Centrifuger a 10000 tours /min pendant 5 min a 0 °C;

o Prélever 0,5 ml du surnageant ;

o Ajouter 1 ml du tampon Tris-HCl aTEDTA ;

o Mélanger, puis ajouter 25 ul du réactif d’Ellman ;
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o

Laisser agir 5 min, puis mesurer 'absorbance a une longueur d'onde A = 412 nm ;

o La lecture se fait contre un blanc préparé dans les mémes conditions avec du
tampon Tris-HCl a 'TEDTA remplagant le surnageant ;

o Tracer la droite étalon : Absorbance = f(concentration en GSH) ;

o A partir des résultats obtenus sur la gamme étalon du GSH, chacun des
échantillons est alors déduit en tenant compte du facteur de dilution initial.

o La quantité en GSH est exprimée en fonction de la concentration protéique de

I'échantillon (umol/mg de protéines). La représentation graphique de la courbe

d'étalonnage est représentée dans 'annexe 7.

II1.1.4.4. Glutathion - S transférase

L'activité spécifique du glutathion - S transférase a été dosée selon la méthode décrite
par Habig et al. (1974), cette méthode est basée sur la réaction de conjugaison entre le
GST et un substrat le 1 - Chloro 2,4 dinitrobenzeéne (CDNB) en présence d'un cofacteur
le glutathion réduit ; leur conjugaison entraine la formation d’'une nouvelle molécule
le 1- (S - Glutathionyl) - 2,4 - dinitrobenzene qui absorbe la lumiére a une longueur
d'onde de 340 nm. La composition et la préparation des produits nécessaires au dosage
sont représentées dans 'annexe 08. Les étapes du dosage de l'activité spécifique du GST

sont comme sult :

o Incuber dans un bain-marie le tampon phosphate et les 2 solutions CDNB et GSH
a une température de 37 °C;

o Introduire dans une cuve en quartz, 840 pul du tampon phosphate, 50 pl de
la solution CDNB et 10 ul du surnageant ;

o Meélanger puis ajouter 100 pl de la solution GSH ;

o La lecture se fait contre un blanc préparé dans les mémes conditions avec du
tampon phosphate remplacant le surnageant, la densité optique est mesurée toutes
les minutes durant 5 minutes a une longueur d’'onde A = 340 nm ;

o L'activité spécifique du GST est exprimée en fonction de la concentration protéique
de I'échantillon (umol/min/mg de protéines). Elle est déterminée a l'aide de la

formule sulvante :
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AS : Activité spécifique (nmol de CDNB conjugué formé/
minute/mg de protéines).

A DO/min : Différence de la densité optique obtenue aprés
hydrolyse du substrat.

(ADO/min) x Vtx F

Vt : Volume total ou est réalisée la mesure.

Ex L x Vs x C protéines
F : Facteur de dilution.

€ : Coeflicient d’extinction molaire du CDNB (€ = 9,6 mM-' cm™).
L : Longueur de la cuve utilisée (L. = 1 cm).

C protéines: Concentration des protéines (mg/L).

I AS =

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
:
1
! Vs : Volume du surnageant.
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

II.1.4.5. Catalase

Le dosage de l'activité spécifique de la catalase a été réalisé selon la méthode décrite
par Saint-Denis et al. (1998), cette enzyme permet la réduction du peroxyde d’hydrogene
en eau et en oxygene moléculaire, I'activité de la CAT est mesurée par le suivi de la variation
de la densité optique consécutive a la dismutation du peroxyde d’hydrogene (Baumard
et al., 1999). La composition et la préparation des produits nécessaires au dosage sont
représentées dans I'annexe 09. Les étapes du dosage de l'activité spécifique de la CAT sont

comme suit :

o Remplir la cuve en quartz avec 990 pl du tampon phosphate ;

o Ajouter 500 ul d'HeO2 a 5 % ;

o Ajouter 10 ul du surnagent ;

o La lecture se fait contre un blanc préparé dans les mémes conditions avec du
tampon phosphate remplagant le surnageant, la densité optique est mesurée toutes
les 15 secondes durant 1 min a une longueur d’'onde A = 240 nm ;

o L'activité spécifique de la CAT est exprimée en fonction de la concentration
protéique de I'échantillon (umol/min/mg de protéines). Elle est déterminée a l'aide

de la formule suivante :
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AS : Activité spécifique (pmol d'H.O, réduit /minute/mg de protéines).
A DO/min : Diftérence de la densité optique obtenue aprés hydrolyse
du substrat.

Vt : Volume total ou est réalisée la mesure.

(ADO/min) x Vtx F

AS = Vs : Volume du surnageant.

€x Lx Vs x Cprotéines F : Facteur de dilution.

& : Coeflicient d’extinction molaire de 'HoOq (€ = - 0,04 mM-' cm™).
L : Longueur de la cuve utilisée (L. = 1 cm).

C protéines : Concentration des protéines (mg/L).

II1.1.4.6. Acétylcholinestérase

L'activité spécifique de l'acétylcholinestérase a été dosée selon la méthode décrite
par Ellman et al. (1961), c'est la méthode de dosage la plus courante, elle consiste a
fournir a l'enzyme un substrat l'acétylméthionine (ASCh) dont I'hydrolyse catalysée
libération de la thiocholine (SCh), la révélation de l'activité fait intervenir de l'acide 5, 5'-
dithiobis - 2 - nitrobenzoique qui se lie avec les groupements thiols de la SCh, provoquant
I'apparition d'une couleur jaune dont l'intensité est fonction de l'activité spécifique de
I'AChE (Bocquené et Galgani, 2004). La composition et la préparation des produits
nécessaires au dosage sont représentées dans 'annexe 10. Les étapes du dosage de l'activité

spécifique de I'AChE sont comme suit :

o  Prélever 680 pl du tampon phosphate de sodium a 0,1 % de triton X 100 ;

o Ajouter 40 pl du réactif d’Ellman ;

o Prélever 20 pl du surnageant;

o Ajouter 20 pl de I'acétylthiocoline ;

o La lecture se fait contre un blanc préparé dans les mémes conditions avec du
tampon phosphate de sodium a 0,1 % de triton X 100 remplagants le surnageant, la
densité optique est mesurée toutes les minutes durant 5 minutes a une longueur
d’'onde A = 412 nm ;

o L'activité spécifique de I'AChE est exprimée en fonction de la concentration

protéique de I'échantillon (nmol/min/mg de protéines). Elle est déterminée a l'aide

de la formule suivante :
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AS : Activité spécifique (nmol d'ASCh hydrolysé /minute/mg de protéines).
A DO/min : Diftérence de la densité optique obtenue aprés hydrolyse du

substrat.

AS (ADO/min) x Vtx F Vt : Volume total ol est réalisée la mesure.

1

1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 [}
1 1
: Ex L x Vs x C protéines :
1 1
1 1
1 [}
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 [}
1 1

F : Facteur de dilution.
€ : Coeflicient d’extinction molaire du DTNB (€= 1,36 x10* M- cm™!).
L : Longueur de la cuve utilisée (L = 1 cm).

1
1
1
1
]
]
1
1
1
1
i Vs : Volume du surnageant.
1
1
1
1
]
]
1
1
! C protéines : Concentration des protéines (mg/L).

II1.1.4.7. Malondialdéhyde

Le malondialdéhyde a été dosé selon la méthode décrite par Uchiyama et Mihara
(1978), le principe de ce dosage est basé sur la condensation de 'MDA en milieu acide et
chaud avec de I'acide thiobarbiturique pour former un pigment de couleur rose qui peut étre
mesuré par spectrophotométrie (Esterbauer et al, 1992). La composition et la préparation

des produits nécessaires au dosage sont représentées dans I'annexe 11.

La réalisation du dosage nécessite I'élaboration d’'une gamme étalon de standards sous
forme de 1,1,3,3-tétra-ethoxypropane, cette gamme comprend 6 concentrations (0 ; 20 ; 40 ;
60 ; 80 et 100 nmol/ml). Le dosage s’applique aux échantillons et a la gamme étalon dont

les étapes sont comme suit :

o Prélever 3 ml de 'acide phosphorique a 1 % ;

o Ajouter 1 ml de 'acide thiobarbiturique a 0,6 % ;

o Ajouter 0,5 ml de I'échantillon a doser ;

o Mélanger puis porter a ébullition a 100°C dans un bain-marie pendant 45 min ;

o Faire refroidir, puis ajouter 4 ml de butanol ;

o Mélanger puis centrifuger a 1000 g pendant 10 min ;

o  Mesurer I'absorbance a une longueur d'onde de A = 532 nm ;

o Tracer la droite étalon : Absorbance = f(concentration de I'MDA) ;

o La lecture se fait contre un blanc préparé dans les mémes conditions avec du tampon
KCl a 1,15 % remplagant le surnageant ;

o A partir des résultats obtenus sur la gamme étalon, la concentration en MDA de

chacun des échantillons est alors déduite ;
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o La quantit¢t en MDA est exprimée en fonction de la quantité du tissu
gonadique homogénéisée (nmol/mg de tissu). La représentation graphique de la

courbe d'étalonnage est représentée dans I'annexe 11.

II1.1.4.8. Métallothionéine

Chez les organismes aquatiques, un grand nombre de protocoles différents ont été
utilisés pour le dosage de la métallothionéine ce qui rend tres difficile la comparaison des
résultats (Bragigand et Berthet, 2003), le dosage de la MT a été réalisé selon la méthode
spectrophotométrie de Viarengo et al (1997). La composition et la préparation des

produits nécessaires au dosage sont représentées dans I'annexe 12.

La réalisation du dosage nécessite I'élaboration d’'une gamme étalon de standards sous
forme de GSH, cette gamme comprend 6 concentrations (0 ; 14,4 ; 28,8 ; 43,2 ; 57,6 et 72
nmol/ml). Le dosage s’applique aux échantillons et a la gamme étalon dont les étapes sont

comme suit :

o Prélever 1 ml de 1'échantillon a doser ;

o Ajouter 1,05 ml d’éthanol absolu froid (- 20 °C) et 80 pl de chloroforme ;

o Mélanger au vortex pendant quelques secondes ;

o Centrifuger a 6000 g pendant 10 min a 4 °C;

o Récupérer le surnageant et lui ajouter 3 volumes d’éthanol absolu froid (- 20 °C);

o Ajouter 1 mg d’'ARN et 40 ul d'HCl a 87 % ;

o Mélanger au vortex pendant quelques secondes ;

o Conserver le mélange a— 20 °C pendant une 1 heure ;

o Centrifuger a 6000 g pendant 10 min a 4 °C;

o Eliminer le surnageant ;

o Laver le culot avec 3 ml de la solution de lavage ;

o Centrifuger a 6000 g pendant 10 min a 4 °C ;

o Eliminer le surnageant et faire sécher le culot ;

o Ajouter au culot 150 pl de la solution de NaCl et 150 pl de la solution d'HCI qui
contient de 'EDTA ;

o Agiter au vortex pendant quelques secondes jusqu'a la remise en suspension
complete du culot ;

o Ajouter 4,2 ml du réactif d'Ellman ;

o Centrifuger a 3000 g pendant 5 min ;

o Prélever le surnageant ;
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o Mesurer 'absorbance a une longueur d’'onde A = 412 nm ;

o La lecture se fait contre un blanc préparé dans les mémes conditions avec du
tampon d’homogénéisation remplagant le surnageant ;

o Tracer la droite étalon : Absorbance = f(concentration en GSH) ;

o A partir des résultats obtenus sur la gamme étalon, chacun des échantillons est
alors déduit ;

o La concentration en MT est déduite a partir de la quantité de GSH (1 mol de
MT-SH = 20 mol de GSH).

o La quantité en MT est exprimée en fonction de la quantité du tissu gonadique
homogénéisée (nmol /mg de tissu). La représentation graphique de la courbe

d'étalonnage est représentée dans 'annexe 12.

II1.1.5. Détermination du niveau de pollution

La qualit¢ des milieux marins cotiers peut étre évaluée par plusieurs moyens,
diverses méthodes biologiques d'alerte précoce ont été mises au point pour détecter,
quantifier et identifier les changements spatiaux et temporels de la qualité des eaux cotiéres
(Banni et al, 2005). L'évolution du niveau de pollution a été déterminée par le calcul de
I'indice de pollution multibiomarqueurs (MPI), il permet de convertir les valeurs de tous
les biomarqueurs étudiés en un indice global afin de donner une idée relative du niveau de
pollution subie par les organismes aquatiques (Aarab et al, 2004). La détermination du
MPI a été réalisée selon les étapes décrites par Narbonne et al (1999), les variables

suivantes sont alors calculées pour chacun des biomarqueurs :

o

Amplitude de réponse (RR) = Valeur maximale — valeur minimale.
o Intervalle de confiance (IC) a a = 0,05.
o Facteur de discrimination (DF) = (RR + IC) /IC).
o Niveau de discrimination (DL) = DF =+ 1.

Une fois les niveaux de discrimination déterminés pour chacun des biomarqueurs,
des indices de réponse (IR) sont attribués pour chaque biomarqueur selon le tableau

(Tableau 18) de discrimination de Narbonne et al. (1999).
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Tableau 18 : Indice de réponse des biomarqueurs en fonction du niveau de discrimination.

Niveau de discrimination

1 2 3 4 5
4 8
Indice de réponse 3 6 10
(IR) 2 4 7 12
1 2 % 8 14

Le calcul de I'MPI consiste alors a effectuer la somme des indices de réponse pour

les diftérents biomarqueurs, ensuite une couleur représentative d’'un niveau de pollution

lui est associée. Les cinq niveaux de pollution proposés par Narbonne et al. (1999) sont

représentés dans le tableau 19.

Tableau 19 : Niveau de pollution.

MPI Niveau de pollution Couleurs
01-19 Niveau 1 : Environnement non pollué _
20 - 29 Niveau 2 : Environnement peu pollué
30 -39 Niveau 3 : Environnement modérément pollué
40 - 49 Niveau 4 : Environnement sensiblement pollué
50 - 59 Niveau 5 : Environnement fortement pollué _

III.1.6. Analyse statistique

L'analyse statistique des données a été effectuée avec le logiciel XL STAT 2014,

I'état de la distribution normale a été vérifié préalablement en appliquant le test

Shapiro-Wilk, les distributions étant la plupart du temps asymétrique ce qui nous

obligé a choisir des alternatives non paramétriques pour notre analyse statistique.

Des comparaisons interstations et intersaisons ont été effectuées a l'aide du test de

Kruskal-Wallis. De plus, l'analyse en composantes principales (ACP) a été utilisée

également dont l'objectif est de caractériser par une approche multivariée la structure

des stations et des saisons d'échantillonnage au niveau du golfe d'Annaba. Par la suite,

des classifications ascendantes hiérarchiques (CAH) ont été tracées afin de mieux visualiser
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les similitudes entre les saisons et les stations d'échantillonnage. Le niveau de signification

a été fixé a o = 0,05.

III.2. Résultats

II1.2.1. Indices physiologiques

La variation spatiotemporelle des indices physiologiques de l'oursin Paracentrotus

lividus est comme suit :

II1.2.1.1. Indice de condition

L’'indice de condition reflete I'état physiologique des organismes vivants, son évolution
chez l'oursin Paracentrotus lividus est représentée au niveau de la figure 23. Les valeurs les
plus élevées de 1'IC ont été enregistrées a la saison printaniére, alors que les valeurs les plus

faibles ont été retrouvées en été et en automne.

L’application du test non paramétrique de Krustal-Wallis relatif a la comparaison
de la variation de I'IC de Toursin Paracentrotus lividus peuplant le golfe d’Annaba, a
révélé la présence de différences significatives entre les saisons (p = 0,0001) et les stations

(p = 0,0001).

H5.1 m32 MS.3

IC (%)

Hiver Printemps Eté Autommne

Figure 23 : Variation spatiotemporelle de I'IC (%) de l'oursin Paracentrotus lividus
prélevé dans les trois stations du golfe d’Annaba durant l'année 2012
(Moyenne = SD ; n = 3).

91



Deuxieéme partie : Chapitre III

II1.2.1.2. Indice gonadique

La variation de l'indice gonadique est représentée dans la figure 24, son évolution
chez l'oursin Paracentrotus lividus au niveau des stations d'échantillonnage a indiqué que les
valeurs les plus élevées ont été enregistrées au printemps et les valeurs les plus faibles ont

marqué la période automnale.

L’application du test non paramétrique de Krustal-Wallis relatif a la comparaison de
la variation de I'lG de l'oursin Paracentrotus lrvidus peuplant le golfe d’Annaba, a révélé la
présence de différences significatives entre les saisons (p = 0,033) et I'absence de diftérence

significative entre les stations (p = 0,472).

mS.1 mS.2 mS.3
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Figure 24 : Variation spatiotemporelle de 1'G (mg/cm?) de l'oursin Paracentrotus lividus prélevé
dans les trois stations du golfe d’Annaba durant I'année 2012 (Moyenne + SD ; n = 3).

I1I.2.2. Biomarqueurs

I11.2.2.1. Glutathion réduit

La variation de la concentration du glutathion réduit dans les gonades de 1'oursin
Paracentrotus lrvidus est indiquée au niveau de la figure 25. La concentration du GSH a été
comprise entre 08,52 * 0,61 et 191,32 + 3,41 umol/mg de protéines, les teneurs les plus
faibles ont été retrouvées a la saison hivernale. A la saison printaniére, nous avons remarqué

que les teneurs ont atteint leur maximum.
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L’application du test non paramétrique de Krustal-Wallis relatif a la comparaison de la
variation de la concentration du GSH dans les gonades de l'oursin Paracentrotus lividus
peuplant le golfe d’Annaba, a révélé la présence de différences significatives entre les saisons

(p = 0,026) et I'absence de diftérence significative entre les stations (p = 0,437).
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Figure 25 : Variation spatiotemporelle de la concentration du GSH (umol/mg de protéine)
au niveau des gonades de l'oursin Paracentrotus lividus prélevé les trois
stations du golfe d’Annaba durant I'année 2012 (Moyenne = SD ; n = 3).

II1.2.2.2. Glutathion -S Transférase

La variation de I'activité spécifique de la GST des gonades de 1'oursin Paracentrotus
lrvidus est représentée dans la figure 26. Les activités les plus faibles ont été retrouvées en
été au niveau de la station S.1 (108,39 £ 29,52 umol/min/mg de protéines), en revanche
les valeurs les plus élevées ont été retrouvées en printemps ou le maximum a été noté

au niveau de la station S.3 (548,95 + 40,46 pmol/min/mg de protéines).

L’application du test non paramétrique de Krustal-Wallis relatif a la comparaison
de la variation saisonniere de I'activité spécifique du GST dans les gonades de I'oursin
Paracentrotus lrvidus peuplant le golfe d’Annaba, a révélé la présence de différences
significatives entre les saisons (p = 0,040) et I'absence de différence significative entre

les stations (p = 0,334).
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Figure 26 : Variation spatiotemporelle de l'activité spécifique du GST (nmol/min/mg de
protéine) au niveau des gonades de l'oursin Paracentrotus lividus prélevé dans les
trois stations du golfe d’Annaba durant I'année 2012 (Moyenne + SD ; n = 3).

II1.2.2.3.Catalase

L’évolution de Tactivité spécifique de la catalase lors de la période d'étude est
représentée dans la figure 27, les valeurs les plus faibles ont été retrouvées en hiver au
niveau de la station S.1 (44,18 * 13,12 umol/min/mg de protéines), alors que la valeur

maximale a été signalée a la saison printaniere au niveau de la station S.3 (460,65 + 52,77

pumol/min/mg).
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Figure 27 : Variation spatiotemporelle de l'activité spécifique de la CAT (umol/min/mg de
protéine) au niveau des gonades de l'oursin Paracentrotus lividus prélevé dans les
trois stations du golfe d’Annaba durant 'année 2012 (Moyenne + SD ; n = 3).
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L’application du test non paramétrique de Krustal-Wallis relatif a la comparaison
de la variation de lactivité spécifique de la catalase dans les gonades de Toursin
Paracentrotus lividus peuplant le golfe d’Annaba, a révélé l'absence de diftérences

significatives entre les saisons (p = 0,075) et les stations (p = 0,173).

II1.2.2.4. Acétylcholinestérase

L’évolution de l'activité spécifique de l'acétylcholinestérase dans les gonades de 'oursin
Paracentrotus lividus est représentée dans la figure 28, I'AChE a indiqué une variation
considérable au niveau des saisons, les valeurs les plus faibles ont été retrouvées durant
la saison hivernale avec des valeurs de 'ordre de 18,77 £ 2,27 ; 9,74 *+ 6,98 et 6,86 + 2,07
nmol/min/mg de protéines au niveau des stations S.1, S.2 et S.3 respectivement. Quant au

reste des saisons les activités ont été plus ou moins proches.

L’application du test non paramétrique de Krustal-Wallis relatif a la comparaison de la
variation de I'activité spécifique de I'AChE dans les gonades de I'oursin Paracentrotus lividus
peuplant le golfe d’Annaba, a révélé I'absence de diftérences significatives entre les saisons

(p = 0,065) et les stations (p = 0,595).
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Figure 28: Variation spatiotemporelle de T'activité spécifique de 'AChE (nmol/min/mg de
protéine) au niveau des gonades de l'oursin Paracentrotus lividus prélevé dans les
trois stations du golfe d’Annaba durant I'année 2012 (Moyenne + SD ; n = 3).
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II1.2.2.5. Malondialdéhyde

La variation de la concentration du malonedialdéhyde au niveau des gonades de
l'oursin Paracentrotus lividus est comprise 24,59 £ 3,35 et 112,62 £ 8,48 mol/g de tissu
(Fig.29). Les valeurs le plus élevées ont été retrouvées durant la saison hivernale synonyme
d’'une peroxydation lipidique intense. Toutefois, ce phénomeéne s’atténue au printemps avec

des valeurs comprises de 24,59 & 3,35 et 56,16 + 3,32 mol/g de tissu

L’application du test non paramétrique de Krustal-Wallis relatif a la comparaison de
la variation de I'MDA dans les gonades de l'oursin Paracentrotus lividus peuplant le golfe
d’Annaba, a révélé I'absence de diftérence significative entre les saisons (p = 0,183) et les

stations (p = 0,062).
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Figure 29 : Variation spatiotemporelle de la concentration du MDA (nmol/g de tissu) au
niveau des gonades de l'oursin Paracentrotus lividus prélevé dans les trois
stations du golfe d’Annaba durant I'année 2012 (Moyenne = SD ; n = 3).

II1.2.2.6. Métallothionéine

La variation de la concentration de la métallothionéine dans les gonades de 1'oursin
Paracentrotus lividus est représentée dans la figure 80. Des concentrations trés élevées ont
été retrouvées a la saison hivernale au niveau des stations S.2 (938,43 £ 14,16 mol/g de
tissu) et S.8 (750,49 £ 70,48 mol/g de tissu), Toutefois a partir de la saison printaniére nous

avons remarqué une diminution considérable suivie d'une légére augmentation en automne.

96



Deuxieéme partie : Chapitre III

L’application du test non paramétrique de Krustal-Wallis relatif a la comparaison de
la variation de la MT dans les gonades de l'oursin Paracentrotus lividus peuplant le golfe
d’Annaba, a révélé I'absence de diftérence significative entre les saisons (p = 0,441) et les

stations (p = 0,231).
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Figure 30 : Variation spatiotemporelle de la concentration de la MT (nmol/g de tissu) au
niveau des gonades de l'oursin Paracentrotus lividus prélevé dans les trois
stations du golfe d’Annaba durant I'année 2012 (Moyenne &= SD ; n = 3).

III.2.3. Niveau de pollution

La variation spatiotemporelle de I'indice de pollution multibiomarqueurs est indiquée
dans le tableau 20. Les résultats obtenus ont indiqué que les valeurs les plus élevées ont
été retrouvées au niveau de la station S.3 (MPI = 58) et les valeurs les plus faibles ont
été retrouvées au niveau de la station S.1 (MPI = 14). La station S.2 a indiqué des MPI
intermédiaires entre les deux stations précédentes. Pour la tendance temporelle, la saison
hivernale et printaniére ont eu les valeurs les plus élevées en MPI comparé a la saison

automnale et estivale.

Le MPI est converti en cinq niveaux de pollution qui sont représentés sous forme
de couleurs. Ces derniéres sont rapportées respectivement dans la figure 81. Au cours de la
période d'étude, le MPI est apparue relativement faible au niveau de la station S.1 avec une
légere variation saisonniere (une couleur qui varie entre le bleu et le vert) ce qui permet de la
classé entre non et peu pollué. Quant a la station S.2, la couleur a varié entre le jaune et

I'orangé ce qui nous permet de la classée entre modérément et sensiblement pollué. Par
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contre la station S.3, elle a présenté une couleur qui varie entre I'orangé et le rouge, ce qui

nous permet de la classer entre sensiblement et fortement pollué.

Tableau 20 : Variation spatiotemporelle du MPI des trois stations du golfe d’Annaba durant

l'année 2012.

. . Niveau de discrimination
Saison Stations MPI
GST CAT MDA MT AchE
S.1 04 02 02 03 03 14
Hiver S.2 04 07 07 12 12 42
S.8 10 12 12 12 12 58
S.1 04 03 03 03 03 16
Printemps S.2 10 06 06 06 12 40
S.8 10 12 12 12 12 58
S.1 03 03 03 03 12 24
Eté S.2 06 06 12 06 12 42
S.8 12 12 12 12 03 51
S.1 03 03 03 12 04 25
Automne S.2 06 06 06 06 10 34
S.8 10 12 12 03 04 41
AchE oMT MDA = CAT B GST
B0 e e e A e e e e s
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Figure 31 : Niveau de pollution des trois stations du golfe d'’Annaba durant I'année 2012.
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III.2.4. Analyse statistique

L'analyse statistique fera intervenir une synthése de nombreuses données biotiques
(le GSH, le GST, la CAT, I'AChE, le MDA, la MT et I'lG) et abiotiques (la température,
le pH, l'oxygéne dissous, la salinité, la turbidité, les nitrates, les nitrites, I'azote ammoniacal,
les orthophosphates, le diuron, le nonylphénol, 1'atrazine et le glyphosate). Le choix de ces
parameétres est basé sur la littérature ou plusieurs auteurs ont souligné I'influence de ces

parametres sur la variation des biomarqueurs au niveau des organismes aquatiques.
II1.8.4.1. Variation intersaisons et interstations des parameétres biotiques

Cela a déja été mentionné précédemment (chapitre III, §.II1.2.), la comparaison
non paramétrique entre les saisons, par l'application du test de Kruskal-Wallis, a révélé
des différences significatives (p < 0,05) pour le GSH, le GST et I'G. Ces résultats
justifient la variation significative de ces parametres biotiques d'une saison a lautre
au niveau du golfe d'Annaba. Toutefois la comparaison interstations n'a révélé aucune

différence significative (p > 0,05) pour l'ensemble des parameétres.
II1.2.4.2. Analyse en composantes principales

L'utilisation de l'analyse en composantes principales (ACP) comme une approche
descriptive préliminaire et exploratoire a permis de visualiser la structuration de la
variation temporelle et spatiale au niveau du golfe d'Annaba en fonction de vingt variables
biotiques et abiotiques (la température, le pH, la salinité, 'oxygeéne dissous, la turbidité,
les nitrates, les nitrites, 1'azote ammoniacal, I'orthophosphate, le diuron, l'atrazine, le
nonylphénol, le glyphosate, le GSH, la GST, la CAT, I'AChE, le MDA, la MT et I'lG).
IACP nous a permis aussi de rechercher l'existence d'éventuelles similitudes entre les
différentes saisons et stations. Elle a été réalisée sur des données centrées réduites (ACP

normée).
II1.2.4.2.1. Variation intersaisons des parametres biotiques et abiotiques

Les deux premieres composantes principales (plan : 1 et 2) de I'ACP réalisée sur
vingt variables biotiques et abiotiques a restitué pres 82,96 % de l'information (Fig.32),
afin de facilité la lecture nous avons utilisé des abréviations pour certains parameétres
(T : température, S : salinité, Atz : atrazine, Gly : glyphosate, Di : diuron, Tu : turbidité
et OD : oxygene dissous).
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Figure 32 : Analyse en composantes principales basée sur la variation saisonniére au niveau
du golfe d'Annaba (2012). (Plan factoriel (1,2), axe 1 : 82, 96 %, axe 2 : 85,67 %.
(A) : Cercle de corrélation des variables biotiques et abiotiques avec les deux

premiers axes principaux. (B) : Projection des saisons sur les 2 premiers axes

principaux).

L’axe 1 a permis d'expliquer 47,29 % de la variabilité totale; cet axe est corrélé
avec les variables glyphosate (r = 0,99 ; cos® = 0,98) et température (r = - 0,99 ; cos® = 0,98)
qui ont contribué d'une fagon importante a sa construction, sans oublier les autres
corrélations notées avec les variables : pH (r = 0,96 ; cos® = 0,92), oxygene dissous (r = 0,95
; cos? = 0,91), diuron (r = - 0,94 ; cos® = 0,88), orthophosphate (r = 0,92 ; cos® = 0,85),
nitrite (r = 0,86 ; cos® = 0,75), salinité (r = - 0,85 ; cos? = 0,72), nitrate (r = 0,76 ; cos*=0,59),
AchE (r = - 0,72 ; cos? = 0,52) et catalase (r = - 0,71 ; cos® = 0,51) qui ont contribué eux
aussi d’'une fagon moins importante a la construction de cet axe. Donc I'axe 1, permet de
visualiser une nette diftérence entre le groupe des saisons chaudes (été et automne) et celle

des saisons froides (hiver et printemps), cette structuration plus ou moins saisonniere

pourrait étre expliquée par les fortes corrélations positives citées précédemment.

Par ailleurs, 'axe 2 a expliqué 35,67 % de la variation totale, cet axe nous a
permis de dégager la spécificité de la saison printaniére par rapport aux autres saisons,
du fait qu’il est construit essentiellement par les variables : turbidité (r = - 0,98 ; cos® =
0,96), le MDA (r = - 0,97 ; cos® = 0,59), l'atrazine (r = 0,95 ; cos®* = 0, 91), le GSH (r = 0,82 ;

cos* = 0,68), I'lG (r = 0,81 ; cos® = 0,65) et a un moindre degré avec l'azote ammoniacal
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(r =-0,72 ; cos* = 0,52), la MT (r = - 0,61 ; cos® = 0,37), le nonylphénol (r = 0,47 ;
cos® = 0,22) et le GST (r = 0,47 ; cos®* = 0,22). Donc I'axe 2, a permis de distinguer une
nette différence entre la saison de reproduction (printemps) et les autres saisons, cette
structuration plus ou moins saisonniére pourrait étre expliquée par les fortes corrélations

positives citées précédemment.

II1.2.4.2.2.Variation interstations des parametres biotiques et abiotiques

Les résultats de 'ACP réalisée sur les mémes variables biotiques et abiotiques ont
indiqué une variation interstations au niveau du golfe d'Annaba (Fig.83), afin de facilité

la lecture nous avons utilisé des abréviations pour certains parametres (T : température,

S : salinité, Atz : atrazine, Gly : glyphosate, Di : diuron, Tu : turbidité et OD : oxygene
dissous).
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Analyse en composantes principales basée sur la variation spatiale au niveau
du golfe d'Annaba (2012). (Plan factoriel (1,2), axe 1 : 68,08 %, axe 2 : 31,92 %.
(A) : Cercle de corrélation des variables biotiques et abiotiques avec les deux

Figure 33 :

premiers axes principaux. (B) : Projection des saisons sur les 2 premiers axes
principaux).

Le plan factoriel des deux premiers axes principaux présente clairement une variation
interstations, dont les deux axes ont expliqué ensemble 100 % de cette variation totale.

Le premier axe a expliqué 68,08 % de la variation totale; il est corrélé positivement avec

2 —

la température (r = 0,99 ; cos® = 0,99), la turbidité (r = 0,99; cos® = 0,99), le diuron

(r= 0,97 ; cos® = 0,95), le GST (r = 0,96 ; cos® = 0,93), la CAT (r = 0,95 ; cos®* = 0,91),
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I'MDA (r = 0,93 ; cos®* = 0,87),la MT (r = 0,81 ; cos® = 0,65), 'AChE (r = 0,80 ; cos® = 0,65),
NH4*(r = 0,80 ; cos® = 0,64) et négativement avec le GSH (r = - 0,99 ; cos* = 0,99), le pH
(r =-0,98; cos® = 0,97), le nonylphénol (r = - 0,98 ; cos® = 0,96), la salinité (r = - 0,94 ;
cos® = 0,89). Ce premier axe a permis de séparer les 3 stations.

Quant au deuxiéme axe, il a expliqué juste 31,92 % de la variation totale ; cet axe
est construit essentiellement par les variables : 'oxygeéne dissous (r = - 0,99 ; cos® = 0,99),
les nitrites (r = 0,98; cos® = 0,97), l'orthophosphate ( r = 0,92 ; cos® = 0,86), 'AchE
(r = -0,89; cos® = 0,80) et le nitrate (r = - 0,74 ; cos® = 0,54) ; de méme cet axe nous a

permis de distinguer entre les 3 stations.

II1.2.4.3. Classification ascendante hiérarchique de la variation intersaisons

et interstations

L’analyse du dendrogramme basée sur les distances euclidiennes entre les saisons

au niveau du golfe d’Annaba est représentée dans la figure 34.
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Printemps
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Figure 34 : Classification ascendante hiérarchique de la variabilité intersaisons selon la
variation des parameétres biotiques et abiotiques du golfe d'Annaba durant
I'année 2012.

En général, la typologie des dendrogrammes obtenus par 'CAH concorde avec les
plans factoriels des ACP sur la variation des parametres biotiques et abiotiques et sur la
structuration de la variation intersaisons et interstations au niveau du golfe d’Annaba.
L'CAH de la variabilité intersaison montre qu’il existe des divergences entre les saisons
par rapport a la variation de I'ensemble des paramétres biotiques et abiotiques mesurés et

dosés. Nous pouvons discriminer 3 clusters plus ou moins homogenes. Le 1¢° cluster
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regroupe les saisons chaudes (I'été et l'automne), il se caractérise par les plus faibles
teneurs en biomarqueurs. Le 2¢mes cluster est composé par la saison hivernale, il se
caractérise par une forte expression des paramétres du stress oxydatif et enfin le 3¢mes cluster
regroupe la saison printanieére caractérisée par la période de gamétogenese de l'oursin

Paracentrotus l1vidus.

La figure 35 montre le dendrogramme issu de la CAH basée sur la variation
interstations des parameétres biotiques et abiotiques. L'examen de ce dendrogramme indique
I'existence de 3 clusters. Le premier cluster englobe la station S.1 caractérisée par une
qualité biologique et physicochimique tres diftérente de celle des eaux des autres stations,
ces eaux sont moins chargées et moins polluées que celles des autres stations. Le
deuxiéme cluster est constitué de la station S.2 qui se situe a proximité des rejets urbains,
le troisiemes cluster est constitué par la station S.3 qui se situé a proximité des rejets

urbains et industriels ainsi que les rejets des oueds.
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Figure 35 : Classification ascendante hiérarchique de la variabilité interstations selon la
variation des parameétres biotiques et abiotiques du golfe d'Annaba durant

I'année 2012.

II1.3. Discussion

II1.3.1. Indices physiologiques

L'indice de condition est un indicateur de 1'état physiologique des individus (Bodoy
et al., 1980 ; Lucas et Beninger, 1985) il donne une idée sur la santé des individus (Ansell

et Lagardere, 1980). Au niveau des stations d'échantillonnage, 1'indice de condition a
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indiqué un changement saisonnier assez prononcé, son augmentation a la saison printaniére
peut étre expliquée par l'hypertrophie des gonades et le stockage des nutriments. Les
résultats de Lawrence et Guille (1982) ; Fernandez (1998) ; McClintock et Pearse
(1987) ont indiqué que la composition biochimique des gonades varie selon les saisons.
Aussi McQuaid et Lawrie (2005) ont expliqué I'augmentation de l'indice de condition par
la maturation des gonades et I'accumulation de réserves. De méme Spirlet et al. (1998) ont
démontré l'existence d'une relation entre la période de reproduction chez les échinoides et
la période de stockage des éléments nutritifs. Cependant sa diminution indiquerait I'émission

des gametes (Lasiak et Barnard, 1995) et I'atrophie des gonades (Byrne, 1990).

Nos résultats ont également révélé que la densité des individus diftére d'une station
a l'autre, certainement cela est étroitement liée a la qualité des eaux des stations
d'échantillonnage, cela a aussi été démontré dans les travaux de Epherra et al (2015).
Toutefois si la pollution n'a aucun effet sur la densité des individus, on ne peut pas
négliger son effet sur la qualité des gametes et I'apparition des anomalies larvaires dans
les populations d'oursins comme l'ont précédemment démontrées Soualili et al (2008) ;

Soualili et Guillou (2009).

L’étude du cycle de reproduction de I'oursin Paracentrotus lividus peut étre étudiée via
la détermination de l'indice gonadique, ce dernier permet d'indiquer des fluctuations de la
taille des gonades et la période de ponte (Shpigel et al, 2004 ; Gianguzza et al., 2013),
il se rapporte au potentiel de reproduction de lI'individu (Brewin et al, 2000). Les résultats
obtenus démontrent une variation temporelle considérable d'IG au niveau des stations
d'échantillonnage, cette derniére est en raison des facteurs extrinséques de I'environnement
(Sellem et Guillou, 2007), telle que le changement saisonnier, la température de l'eau, la
floraison phytoplanctonique (Ouréns et al, 2011 ; Zhadan et al, 2015), la disponibilité
alimentaire (Brady et Scheibling, 2006) ainsi que les conditions hydrodynamiques qui
peuvent influencer le cycle de reproduction et la fécondité des populations (Guettaf et al.,
2000 ; Gianguzza et al., 2013). D’aprés Régis (1979) ; Byrne (1990) le développement des
organes reproducteurs peut aussi étre influencé par des facteurs abiotiques tel que la

profondeur et la photopériode.

104



Deuxieéme partie : Chapitre III

La variation de I'IG est en relation avec le taux de maturation des gonades, les valeurs
élevées indiquent que les gonades de l'oursin Paracentrotus lividus sont au stade de
maturation génitale et les valeurs les plus faibles représentent la période de ponte (Schmidt
et al, 2013). En méditerranée le déclenchement de I'émission des gameétes dans le milieu
est déterminé par la température de I'eau, Fenaux (1968) a signalé que les températures
des mois les plus froids de I'hiver exercent un effet inhibiteur sur le déclenchement de
I'émissions des gameétes, ce constat nous a permet de déduire suite aux résultats obtenus
que l'oursin Paracentrotus lrvidus peuplant le golte d’Annaba se reproduit a la saison
printanieére. Nos résultats sont cohérents avec ceux déja retrouvés par Amri et al (2017)
dans le Sud-Est de la mer Méditerranée ; Guettaf et al. (2000) dans le Sud-Ouest de la
mer Méditerranée ; Lozano et al. (1995) dans le Nord-Ouest de la mer Méditerranée et

Bayed et al. (2005) au Nord de la cote Atlantique marocaine.

II1.3.2. Biomarqueurs

Le glutathion réduit est impliqué dans le métabolisme de la phase II, il joue un
role crucial dans la protection des cellules contre les espéces réactives de l'oxygene
principalement par le biais de la GST et la GPx (Anderson, 1997), une déficience en
GSH expose les cellules a un risque de dommage oxydatitf (Droge, 2002). La faible quantité
de GSH retrouvé en hiver peut étre expliquée par l'effet combiné des pesticides et autres des
parameétres environnementaux. Ces observations en adéquation avec les études antérieures
réalisées par Benali et al. (2015) ; Contardo-Jara et al. (2009) ; Glusczak et al. (2007) ;
Leinio et Lehtonen (2005) qui ont indiqué que ces derniers peuvent stimuler 'expression

des diftérents biomarqueurs.

En eftet, le GSH est un antioxydant dont le role devrait contribuer a la protection
de l'animal, la conjugaison des polluants aux groupements thiols du GSH permettrait
éventuellement de prévenir des dommages cellulaires (Bourbia-Ait Hamlet, 2013). Les
travaux de Suteau et al. (1988) ; Regoli et Principato (1995) ont indiqué une diminution
du taux du GSH comme réponse générale des mollusques bivalves exposés aux
contaminants. Pareillement Salama et al (2005) ont observé une diminution significative

de ce tripeptide chez les gastéropodes aprés traitement aux pesticides.

L'augmentation significative du GSH a la saison printaniére coincide avec la période de
reproduction, ces données soulignent l'importance du glutathion dans le processus de

détense antioxydant, le métabolisme du glutathion a pour role de protéger les gonades
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contre le stress oxydatif ciblant la gamétogeneése (Canti-Medellin et al, 2009). Il
semblerait que 1'état physiologique de 'oursin Paracentrotus lrvidus soit fortement perturbé et
vulnérable pendant la période de reproduction. En effet le cycle de reproduction semble avoir
une incidence sur leur capacité détensive. Delaporte et al. (2006) ont démontré que la
concentration des hémocytes en circulation diminue pendant la gamétogenése. En outre,
leur activité phagocytaire et leur capacité d'adhérence sont inhibées pendant cette
période avec l'implication possible des enzymes de reproduction dans ces phénomenes.
Ainsi, pour faire face aux conditions de stress, les organismes aquatiques ont développé
un processus adaptatif en maintenant leurs systemes antioxydants a des niveaux élevés
(Wilhelm-Filho et al., 2005). Ces résultats corroborent les travaux de Solé et al. (1995)
chez la moule Mytilus galloprovincialis ou la ponte a entrainé une augmentation du
systeme antioxydant suivie d'une diminution progressive malgré la disponibilité de la

nourriture et 'augmentation de la température.

Les résultats obtenus ont indiqué que l'état de stress oxydatif est également un
phénomene saisonnier ; 'impact des facteurs environnementaux sur l'activité enzymatique a
été rapporté dans de nombreuses études (Barda et al., 2014 ; Madeira et al, 2015). L'hiver
est une période ou le stress oxydatif est important (Manduzio et al, 2004) puisque les
pluies intenses peuvent augmenter le drainage des sols agricole, ce qui augmente 1'impact
des pesticides et des engrais (Caricato et al, 2010), qui ont une incidence majeure sur
la physiologie des animaux. Cependant, les niveaux élevés des enzymes antioxydantes
observés au printemps peuvent étre expliqués par la période de reproduction, cette
derniére est une fonction essentielle qui nécessite une importante demande en énergie, et qui
sera satisfaite par une augmentation globale du métabolisme (Angilletta et Sears, 2000 ;
Zera et Harshman, 2001 ; Nilsson, 2002), 'augmentation du métabolisme est associée a
une augmentation de la production des especes réactives de l'oxygéne (ROS) (Moore et
Jessop, 2003). De ce fait, le colit de la reproduction pourrait étre associé a une susceptibilité
au stress oxydant, toutefois trés peu d’études ont été menées a ce sujet et ont mis en
relation le stress oxydant et la reproduction (Salmon et al, 2001 ; Wang et al, 2001 ;

Wiersma et al., 2004 ; Alonso-Alvarez et al., 2006).

Aussi Lemée et al. (1996) ; Box et al. (2008) ont expliqué l'augmentation des
enzymes antioxydantes au printemps par l'apparition concurrente d'algues qui synthétisent
des métabolites secondaires toxiques ou répulsifs considérés comme une source possible

des ROS chez les organismes marins. De méme Tejada et al (2013) ont indiqué que
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les activités enzymatiques antioxydantes ont considérablement augmenté chez 1'oursin
y q y g

Paracentrotus lividus nourri avec ces algues.

La glutathion - S transtérase est une enzyme intracellulaire a large spécificité
de substrat (Adewale et Afolayan, 2005), elle joue un role crucial dans la protection
cellulaire contre les composés toxiques. Elle a été utilisée comme biomarqueur d’exposition
a des composés anthropiques (Di Giulio et al, 1993 ; Fitzpatrick et al, 1997 ; Park
et al., 2009), catalysant 1'addition de nucléophiles de la fonction thiol du glutathion réduit
a une large gamme de composés électrophiles comme les pesticides et les métaux lourds
(Hazarika et Sarkar, 2001 ; Callaghan et al, 2002). Le produit conjugué peut ensuite
étre excrété directement, ou subir d’autres réactions de métabolisation pour étre transformé
en acide mercapturique (Habig et al, 1974). Cette enzyme est trés sensible aux variations
de l'environnement (Gravato et al, 2005 ; Pinho et al, 2005 ; Yin et al, 2007 ;
Bouzenda et al, 2017), elle peut étre induite par différents xénobiotiques (Buhler et
Williams, 1988 ; Zhang et al, 1990 ; Pinkus et al, 1993), chez les invertébrés,
I'induction de l'activité de la GST est dépendante de la concentration et de la nature des
xénobiotiques dans l'eau de mer (LeBlanc et Cochrane, 1985 ; Stein et al, 1998 ; Boutet
et al., 2004). Toutefois cette induction est souvent faible et les résultats contradictoires ou

négatifs n’étant pas rares.

L'augmentation de l'activité enzymatique de la GST observée suggere une
activation du processus de détoxication qui refléte probablement T'état de stress élevé
(Louiz et al, 2016), des résultats similaires ont été retrouvés chez l'oursin Paracentrotus
lrvidus exposé a des hydrocarbures aromatiques polycycliques (Cunha et al, 2005).
L’induction de cette enzyme indiquerait une conjugaison des xénobiotiques avec le GSH
et de ce fait, une activation possible du systéme de défenses antioxydants. De plus, nous
constatons que les niveaux d'activité enzymatique ont diminué en été. Une faible réponse
de la GST peut étre due aux conditions d'acclimatation a I'habitat ou bien les niveaux de
toxicité auxquels l'oursin est exposé ne sont pas suffisamment élevés pour obtenir une

réponse significative (Wepender et al., 2008).

Aussi Tejada et al. (2013) ont indiqué que l'exposition de l'oursin Paracentrotus lividus
aux algues exotiques productrices de métabolites toxiques induits une augmentation

significative de la GST par rapport aux oursins nourris avec Posidonia oceanica.

De nombreux scientifiques consideérent la catalase comme un biomarqueur sensible et

important du stress oxydatif, elle révele les eftets biologiques de I'état redox des organismes
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marins (Regoli et al, 2002a). Son importance biologique est plus évidente a partir de
diverses études en raison du fait que I'HoOs est le principal précurseur cellulaire du HO® qui
est une forme hautement réactive et toxique des ROS; 1'élimination du H:O: est une

stratégie clé des organismes marins contre le stress oxydatif (Regoli et al., 2002b).

N

L’activité enzymatique de la catalase serait tres sensible aux facteurs
environnementaux d’origine anthropique ou naturelle (Pellerin-Massicotte, 1994),
elle est sensible a certains contaminants inducteurs de stress oxydatif comme les
hydrocarbures aromatiques polycycliques, les polychlorobiphényles, les pesticides
(Livingstone, 1993) et les métaux lourds (Labrot et al, 1996). Cependant, les résultats
sont parfois contradictoires iz wvivo, certains auteurs montrent une induction de l'activité
(Di Giulio et al., 1993, 1989), d’autres une inhibition (Labrot et al, 1996). Nos résultats
obtenus ont indiqué une faibles activité de la CAT a la saison hivernale malgré les
conditions défavorables, ce qui peut étre expliqué comme une réponse transitoire contre

la pollution (Regoli et Principato, 1995) avant l'apparition d'un effet compensatoire

(Regoli et al, 1998).

L’augmentation de lactivité de la CAT a été signalée dans plusieurs especes
d’invertébrés (Stephensen et al, 2000) exposés a des polluants organiques (Rodriguez-
Ariza et al., 1993 ; Cossu et al., 1997b). Cependant Pellerin-Massicotte et al. (1997) ont
observé une induction de I'activité catalase dans un endroit non pollué qui pourrait étre di a
un stress physiologique relatif a la répétition de la ponte. Selon ces auteurs, la catalase
pourrait étre sensible a des variations subtiles des conditions environnementales. Chez
Paracentrotus lividus I'induction de l'activité de le CAT est obtenue a partir de la saison
printaniere, il semblerait que l'activité des enzymes antioxydantes s'intensifie dans les
gonades de l'oursin Paracentrotus lividus probablement due a une réponse a la production
élevée des ROS en raison d'une forte demande énergétique associée a un investissement

reproductif élevé (Kraffe et al, 2008 ; Gonzalez et al., 2005).

L’acétylcholinestérase est un biomarqueur enzymatique de neurotoxicité (Mora et al,
1999), elle est utilisée comme biomarqueurs spécifiques d’exposition aux pesticides (Romero
et al, 1989 ; McHenery et al, 1997 ; Lundebye et al, 1997 ; Hamza-Chaffai et al,
1998 ; Owen et al., 2002 ; Laguerre et al., 2009 ; Mazzia et al., 2011), aux métaux lourds
(Dethloff et al, 1999 ; Brown et al.,, 2004), aux hydrocarbures aromatiques polycycliques
et leurs dérivés (Den Besten et al, 2001 ; Moreira et al, 2004). L’AChE a été utilisée

comme indicateur de la réponse biologique suite a une exposition a la pollution (Bocquené
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et Galgani, 1998 ; Kawashima et Fujii, 2000) chez des invertébrés marins (Carpenter

et al, 1977 ; Weiss et al, 1993 ; Balint et al, 1997 ; Den Besten et al.,, 2001).

La variation de I'AChE au niveau des stations d'échantillonnage reflétent une
exposition environnementale aux pesticides, ainsi qu'aux changements biochimiques ou
physiologiques associés a la maturation des gonades et la ponte (Manuel, 2001) de cette
espece qui se produit au printemps selon les résultats d'Amri et al (2017) réalisé dans
la méme période d’étude. Selon les résultats obtenus de I’AChE, les valeurs les plus élevées
ont été observées au printemps, ces observations sont en accord avec ceux rapportés par
Bensouda et Soltani-Mazouni (2014) ; Boumaza (2014) réalisé dans la méme zone d’étude
sur un bivalve (Donax trunculus) et un gastéropode (Patella caerulea). Cependant une
inhibition de l'activité a été retrouvée en hiver pour les 3 stations, cette inhibition provoque
un affaiblissement physiologique important chez les organismes marins (Dauberschmidit

et al., 1997 ; Ozmen et al., 1998).

Des expériences menées au laboratoire et sur terrain chez l'oursin Paracentrotus lrvidus
ont indiqué la sensible de 'AChE a la pollution (Matranga et al, 2000). Alors que
Angelini et al. (2003) ont indiqué que l'activité de 'AChE dépend de la température
environnementale, une baisse de cette derniére induit une inhibition de I'AChE chez les
invertébrées (Hogan, 1970 ; Bocquené et Galgani, 1998). Cependant Scaps et Borot
(2000) ont démontré que T'activité de 'AChE a tendance a diminuer quand la température
augmente chez les invertébrés marins. Au contraire les résultats obtenus sur I'oursin
Paracentrotus lividus ont démontré que lors des températures froides, on assiste a une baisse
de Tactivité de I'AChE sont les plus faibles. A cela s’ajoute le facteur de la salinité, d’aprés
les travaux de Stein et al. (1998) ; Roméo et al. (2003), la salinité a un plus grand eftet sur

I'activité d’AChE comparativement a la température (Damiens et al., 2004).

L'inhibition de 'AChE peut étre a l'origine de la présence de pesticides et /ou
de métaux lourds dans l'eau (Aarab, 2004). D’apres les résultats obtenus par le dosage
de TI'AChE, les stations S.3 et S.2 ont présenté les plus faibles valeurs, ceci est

probablement lié a la location de ces stations a proximité des sources polluantes.

Le déséquilibre entre la production et I'élimination des ROS peut donner lieu a un
stress oxydant et par la suite conduire a une lipoperoxydation (Sun et al., 2008), le MDA
est le produit final de la LPO (Pompella et al, 1987) qui est souvent utilisé comme un
biomarqueur pour évaluer le degré du stress oxydatif résultant des xénobiotiques

organiques et inorganique. L'MDA est un agent alkylant puissant capable de réagir avec
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les macromolécules biologiques, le dosage de ce composé présente un intérét chez les
animaux soumis a des contaminations multiples (Viarengo et al, 1990 ; Narbonne et al,
1991 ; Pellerin-Massicotte, 1994), son accumulation est étroitement liée au stress oxydatif

(Shi et al., 2005).

Dans la présente étude, 1'oursin a indiqué une réponse considérable des biomarqueurs
de défense antioxydant, mais sans effets significatifs sur la peroxydation lipidique pendant la
période d'étude. Des résultats similaires ont été obtenus par Freitas et al (2012) ou les
activités enzymatiques et les niveaux de la peroxydation lipidique de Diopatra neapolitana
ne reflétait pas la contamination métallique du sédiment, car d'autres facteurs tels que la
disponibilité alimentaire, 1'état de reproduction et l'intensité respiratoire pourraient
également modifier 1'état de la peroxydation lipidique (Geracitano et al, 2004). Au
printemps, les faibles teneurs en MDA peuvent refléter une activité réduite ou une action
plus efficace du systéme antioxydant, en particulier des enzymes antioxydantes (Braghirolli
et al,, 2016). De nombreuses études ont rapporté que les oursins possedent une activité
antioxydante significative (Sheean et al, 2007 ; Qin et al.,, 2011), ce qui indique que la
capacité antioxydante des gonades de I'oursin était suffisante pour faire face a la production
potentielle de ROS induite par une forte demande énergétique au cours de la reproduction.
Ces résultats corroborent ceux obtenus par (Béguel et al., 2013) chez Crassostrea gigas ou
I'investissement reproducteur n’est pas suffisant a lui seul pour induire un stress oxydant

dans la gonade.

I[1 a été démontré que la métallothionéine participe directement aux défenses
antioxydantes et peut étre induite par certaines especes réactives d'oxygeéne (Davies
et Cousins, 2000). Selon Mosleh et al. (2007) elle peut agir comme piégeurs de radicaux
libres dans la cellule. L'exposition des organismes aquatiques aux métaux lourds peut
induire la synthése de cette protéine, de nombreuses études ont démontré une forte
expression de la MT lorsque les organismes étaient exposés a une contamination métallique
(Linde-Arias et al., 2008 ; Maria et al., 2009). L'induction de la synthése de la MT et
sa capacité a séquestrer les métaux lourds sont deux parameétres qui ont acquiescé son
utilisation en tant que biomarqueur (Davies et Cousins, 2000 ; Barka et al.,, 2001) pour la
surveillance de la pollution (Mourgaud et al., 2002 ; Amiard et al., 2006 ; Kalman et al,
2006). Toutefois Eck et Pallauf (1999) ; Paris-Palacios et al. (2003) ; Mosleh et al
(2004) ont démontré que l'exposition aux polluants non métalliques peut aussi induire une
augmentation de la syntheése de la MT. Mosleh et al. (2005a, 2005b) ont constaté que

N

I'exposition a quelques pesticides peut également augmenter la concentration de la MT.
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Cependant les mécanismes de l'induction apres 1'exposition aux pesticides ne sont pas encore

bien connus (Davies et Cousins, 2000).

Au niveau du golfe d'Annaba aucune diftérence spatiale ou temporelle dans les
teneurs de la MT n'a été observée chez l'oursin Paracentrotus lividus, la variation de la
MT est sous la dépendance des plusieurs facteurs, la variation saisonniére a une influence
notable sur les teneurs en MT qui pourrait étre expliqué au moins en partie par la
fluctuation du poids, le statut reproducteur et les changements dans la disponibilité des
aliments (Amiard et al, 1987). Egalement Geffard et al. (2001a, 2001b) ; Leung et al.
(2005) ont démontré que le niveau d'induction de la MT chez les invertébrés marins peut
étre influencé par la température, la salinité, la taille, I'age et I'exposition a des polluants

autres que les métaux lourds.

Les concentrations les plus élevées de la MT ont été retrouvées au niveau de la
saison hivernale, ce résultat trouve une explication dans les données présentées au niveau du
chapitre I et II qui ont indiqué que les concentrations le plus élevées en sels nutritifs et
en pesticides étaient retrouvées en hiver. Cette forte concentration en MT est due a une
forte induction de sa synthése. La présence de métaux lourds au niveau du golfe d'Annaba
a déja fait l'objet des travaux réalisés par Belabed et al (2010) et Boutabia-Trea et al
(2017) qui ont démontré une forte accumulation des métaux lourds a la saison hivernale

chez Perna perna et Posidonia oceanica respectivement.

A la saison printaniére et estivale nous avons remarqué une diminution de la
concentration de la MT au niveau des 3 stations, il semblerait que ces changements de la
concentration solent liés d'une part a l'affinité particuliéere de la MT a certains métaux
lourds (Roesijadi, 1996). Ou bien cela peut étre di indirectement a la reproduction en et
principalement a la libération des gameétes durant la période de ponte (Langston et Spence,
1995). Le changement pondéral a aussi été rapporté comme un critére important qui peut
justifier la fluctuation de la concentration des métaux lourds et I'expression de la MT chez
les organismes aquatiques (Phelps et Hetzel, 1987 ; Amiard-Triquet et al, 1998 ;
Mouneyrac et al., 1998, 2000). De méme Bebianno et Serafin (1998) ont montré que le
degré d'induction de la MT pourrait fortement varier selon I'organe cible, aussi Baudrimont
et al. (1997) ont démontré que les gonades sont le compartiment tissulaire qui présente les

variations saisonniéres les plus importantes en MT.
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II1.3.3. Niveau de pollution

Afin de déterminer le niveau de la pollution du golfe d'Annaba, nous avons utilisé
une approche globale fondée sur la mesure des biomarqueurs, cette approche pratique est
basée sur la détermination MPI en tenant compte des critéres biologiques pour classer
les stations surveillées sur une échelle de 5 niveaux de pollution (Banni et al, 2005).
L'analyse discriminante n’a indiqué aucune différence significative interstation, l'utilisation
d'un indice de biomarqueur a facilité la comparaison entre les stations. Les résultats obtenus
confirment le statut de la pollution de la ville d'Annaba, principalement en raison des rejets
de métaux lourds et de composés organiques provenant des activités industrielles
comme cela a déja été indiqué par Chaoui et al (2013) ; Bougherira et al (2015) ;
Keblouti et al (2015).

La tendance spatiale du MPI a été tres variable, cela peut étre expliqué par le fait
que la station S.1 est la plus éloignée des sources de pollution, la station S.2 et S.3 sont situés
a proximité des rejets urbains et industriels, aussi les apports des oueds peuvent
étre considérés comme une source d’apport de métaux lourds, de pesticides et de
sels nutritifs. Ces stations sont suspectées d'étre des points chauds a partir des données
recueillies au cours des études de surveillance réalisées précédentes au niveau des mémes
stations ou a proximité de nos stations d'échantillonnages Beldi et al. (2006) ; Sifi et al.
(2007) ; Amira et al. (2011) ; Bensouda et Soltani-Mazouni (2014) ; Boucetta et al.

(2016) ; Boutabia-Trea et al. (2016).

En ce qui concerne les tendances temporelles, le profil de contribution des
biomarqueurs suggére une pollution mixte pour la saison hivernale et printaniere.
Cependant a la saison estivale, la station S.1 et S.2 ont subi une pollution par les herbicides
et la station S.3 par les métaux lourds. En automne la station S.1 se caractérise
par une forte induction de la MT, toutefois la station S.2 et S.3 se caractérise par une
pollution mixte qui peut étre expliquée par les rejets agricoles, industriels et aux apports
des oueds. Les rejets de métaux lourds ont été déja rapportés Boutabia-Trea et al (2015,
2016) et Belabed et al (2008, 2013). La présence de pesticides dans les stations
d'échantillonnages est trés variable au cours de l'année et une meilleure connaissance

des pratiques agricoles serait utile pour soutenir les données biochimiques.

Les stations d’échantillonnage au niveau du golfe d’Annaba peuvent étre classées en
utilisant la moyenne des MPI des 4 saisons comme suite : la station S.1 (MPI = 9,75), la

station S.2 (MPI = 39,5) et la station S.3 (MPI=52). Cela confirme les résultats obtenus
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précédemment dans le chapitre I et II, que la station S.1 est la moins contaminé, la station

S.8 est la plus contaminé alors que la station S.2 est intermédiaire entre les deux.

Néanmoins il est a noter que d'autres facteurs doivent étre pris en compte
dans l'interprétation telle que le statut reproductif, le sexe, l'dge, 1'état nutritionnel,
l'activité métabolique et la variation saisonnieére (Altenburger et al, 2003) qui induit
des changements dans les propriétés des parameétres biochimiques (Andersson et Forlin,
1992). Il est tres difficile de retrouver des exemples spécifiques dans la littérature sur les
échecs des programmes de biomarqueurs, sans aucun doute des échecs se sont produits, mais
ceux-ci reste non signalés (Handy et al, 2003). Bien que l'indice MPI apparait bien adapté
pour détecter les gradients de pollution, les tendances mesurées dans les points chauds
(station S.2 et S.3) indiquant une augmentation transitoire de l'indice de pollution en
printemps suggéerent une réponse faussement positive dans les stations fortement polluées.
Dans ce cas, la forte activité enzymatique ne serait pas liée a 'augmentation du niveau de
pollution seulement, mais a la période de reproduction qui induisent une augmentation du

métabolisme cellulaire et I'augmentation du taux des biomarqueurs (Narbonne et al., 2005).

La comparaison des résultats obtenus des MPI avec d'autres études réalisées
précédemment en Meéditerranée (Tableau 21) nous indique que nos résultats sont
supérieurs a ceux déja retrouvés dans les zones cotieres Frangaises, Italiennes, Espagnoles et
Tunisiennes. Il en est de méme pour les zones cotieres Allemandes et Polonaises

de la mer Baltique, ainsi que les zones coOtieres Grecques et Italiennes de la mer Adriatique.

L'analyse des corrélations entre MPI et les différents indices calculés précédemment
dans le chapitre 1 et II (NID, PID et RQm), n'a indiqué aucune corrélation significative
(p > 0,05) entre les indices, il en est de méme pour travaux de Narbonne et al (2001)
qui n'ont indiqué aucune corrélation significative entre MPI et les contaminants mesurés
dans les sites méditerranéens, toutefois en mer Baltique une corrélation significative
positive a été retrouvée entre la teneur en HAP et I'indice MPI (Garrigues et al, 1990 ;
Narbonne et al, 2001). L'absence de corrélation peut étre expliquée par le fait que les
contaminants potentiellement présents dans les milieux cotiers n'ont pas été mesurés et les
MPI semblaient répondre a des produits chimiques autres que les pesticides et les sels

nutritifs tels que les métaux lourds, les hydrocarbures... ex.
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Tableau 21 : Etude comparative de la variation du MPI au niveau des zones cotiéres

marine.

Site

MPI

Références

Mer Méditerranée

o 1995
Zone cotiére Francaise 19-50
Zone coOtiére Italienne 41
Ile Francaises
Plame? . 5 Narbonne et al. (1999)
Sanguinaires 26
Toro 37
Corse 20 - 35
Ile Italienne
Sardaigne 29
O 1996
Zone coOtiére Francaise 24 - 28
Zone cotiére Espagnole 18- 42 Narbonne et al. (1999)
Ile Francaises
Planier 35
O 2001 - 2008
Zone cét%ére Fra.n(;aise 15 - 48 Narbonne et al. (2005)
Zone cotiére Italienne 12 - 49
Zone cotiere Espagnole 15 - 45
O 2003
Zone co6tiére Tunisienne 29 - 52 Banni et al. (2005)
O 2006
Zone cotiére Tunisienne 10-54 Bouraoui et al. (2010)
O 2012
Zone cotiere Algérienne 14 - 58 Présent travail

Mer Baltique

O 1995
Zone cotiere Allemande
Zone cotiere Pologne

@) 1996
Zone cotiere Allemagne
Zone cotiere Pologne

Mer Adriatique

28 - 56
19 - 42

28 - 46

27 - 87

Narbonne et al. (1999)

O 1998

Zone cotiére Grecque
Zone cbtiére Italienne

[le Grecque : Salamina

21 - 54
31 -41
21-38

Narbonne et al. (2001)
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Conclusion et perspectives

A cours des résultats obtenus, il ressort que :

o Les parametres physicochimiques mesurés semblent étre satisfaisants permettant
ainsi un développement normal de l'oursin Paracentrotus lividus. Les variations de la
température des eaux font ressortir deux grandes périodes thermiques, une période
froide et une période chaude, le pH de l'eau est alcalin, la forte oxygénation est
notée en période hivernale alors qu'en période estivale le taux d’oxygeéne dissous
baisse et la salinité est plus moins stable.

o Le niveau trophique est plus marqué a la saison hivernale, la station S.3 parait étre
soumise a une grande influence continentale.

o L'évaluation des parametres environnementaux souligne la présence de divers
contaminants qui interferent de facon complexe, en ce qui concerne les pesticides,
cette étude reste a un stade préliminaire, mais sera approfondie au courant des
recherches ultérieures dans la méme direction. Toutefois, Les teneurs du milieu en de
pesticides ont été plus ou moins égales aux normes proposées par EQS.

o Le golfe d'Annaba se révéle contaminer, la nature de cette contamination varie de
tagon temporelle et elle a souvent atteint des niveaux de préoccupation vis-a-vis les
organismes aquatiques.

o Le calcul du RQ et du RQm est en faveur d'une plus grande prise de conscience de la
qualité écotoxicologique des eaux du golfe d'Annaba Il nous permet d’indiquer que
les risques associés aux pesticides sont élevées et les critéres de qualité sont non
respectés.

o La période de reproduction de l'oursin Paracentrotus lividus dans le golfe d'Annaba se
situe au cours de la période le printaniére.

o Outre la pollution, le changement saisonnier semble étre un facteur important
qui module l'activité des biomarqueurs chez l'oursin Paracentrotus lividus, cette
variabilité saisonniére est vraisemblablement liée aux fluctuations des facteurs
environnementaux et notamment au cours de la gamétogenése ou d’autres
facteurs entrent en jeux, ce qui rend compliqué l'interprétation cette hypothése
s'accorde bien avec les résultats obtenus et confirmés bien l'influence de la variation
saisonniere sur les parametres biochimiques.

o L'expression des différents biomarqueurs se montrent comme un outil biologique
exhortant qui pourrait nous rendre compte sur les niveaux de contamination
du golfe, I'ensemble des résultats obtenus au cours de ce travail mettent clairement

en évidence l'utilité de cette approche multibiomarqueurs pour la surveillance de la
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qualité de I'environnement. Les différentes stations ont pu étre classées selon leurs
niveaux de polluants. Les stations S.2 et S.3 représentent les points chauds les plus

touchées par la pollution.

En perspectives, il serait judicieux de :

o Etendre ce biomonitoring sur l'ensemble du littoral Algérien.
o Déterminer I'impact de la pollution sur le cycle de reproduction de cette espéece.

o Explorer d'autres polluants tels que les éléments métaux lourds et les hydrocarbures.
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Annexe 1

Azote ammoniacal

o Composition et préparation des produits nécessaires aux dosages

Solution de phénol - nitroprussiate

Produits utilisés

- Phénol (C¢HsOH).

- Nitroprussiate de sodium dihydraté (Na, FFe(CN);NO, 2H.0).
Préparation

- Dissoudre 65 g de phénol dans 800 ml d’eau distillée ;

- Ajouter 1,5 g du Nitroprussiate de sodium dihydraté ;

- M¢élanger puis compléter a 1000 ml ;

- Conserver la solution au réfrigérateur.

- Solution stable entre 2 a 3 semaines.

Solution alcaline complexante

Produits utilisés
- Citrate trisodique dihydraté (NasCsHs07, 2H20).
- Hydroxyde de sodium (NaOH).
Préparation
- Dissoudre 3875 g de citrate trisodique et 30 g de NaOH dans 800 ml d’eau
distillée ;
- Mélanger puis compléter a 1000 ml.

- Solution stable pendant plusieurs mois a température ambiante.

Solution complexante au chlore

Produits utilisés
- Solution alcaline complexante.
- Dichloroisocyanurate de sodium dihydraté (CsClaNsNaOs, 2H.0).
Préparation
- A la solution alcaline complexante, ajouter 8 g de dichloroisocyanurate de sodium
dihydraté par litre ;

- Solution instable, a préparer en quantité juste nécessaire a la série d’analyse.




Annexe 1

o Composition et préparation de la solution étalon diluée d’ammonium

Solution étalon concentrée d’ammonium a 10000 pmol/L

Produits utilisés

- Sulfate d’'ammonium ((NH4)2SOx).

Préparation

Sécher du sulfate d’'ammonium a 105 °C pendant 1 heure ;

Peser 0,661 g de sulfate d'ammonium pour 1000 ml de solution préparée en fiole

Jaugée, avec de I'eau distillée ;

Conserver a température ambiante et a ’abri de la lumiere.

Solution stable pendant une année.

Solution étalon diluée d’ammonium a 500 pmol/L

Préparation

- Diluer 20 fois la solution étalon concentrée (10000 pmol/L) pour obtenir la

solution étalon diluée (500 pmol/L) ;

Solution ne se conserve que quelques heures.

o Représentation graphique de la courbe d'étalonnage de I'NH.*
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Annexe 2

Nitrite

o Composition et préparation des réactifs nécessaires au dosage

Solution de sulfanilamide

Produits utilisés
- Acide chlorhydrique (HCL). ... ... 37 %
- Sulfanilamide (CsHsN2O,S).
Préparation
- Diluer 50 ml 'HCI dans 250 ml d’eau distillée ;
- Ajouter 5 g de sulfanilamide, puis compléter a 500 ml ;
- Conserver la solution a I'abri de la lumiere.

- Solution stable pendant plusieurs mois.

Solution de N-naphtyl-éthylénediamine

Produits utilisés

- Dichlorohydrate de N- (1-naphtyl)-éthylenediamine (NED) (C,2H14N¢ ,2HCI).
Préparation

- Dissoudre 0,5 g de NES dans 500 ml d’eau distillée ;

- Conserver la solution a 4 °C et a I'abri de la lumieére.

- Solution a renouveler dés qu’elle prend une coloration brune.

o Composition et préparation de la solution étalon de NO-

Solution étalon concentrée de nitrite a 5000 pmol/L

Produits utilisés
- Nitrite de sodium anhydre (NaNO.).
Préparation
- Sécher le nitrite de sodium a 100 °C pendant 1 heure ;
- Dissoudre 0,345 g dans 1000 ml d’eau distillée ;
- Conserver la solution a température ambiante et a I'abri de la lumiére.

- Solution stable pendant une année.

Solution étalon diluée de nitrite a 50 pmol/L

Préparation
- Diluer 100 fois la solution étalon concentrée avec de I'eau distillée ;

- Cette solution ne se conserve que quelques heures.




Annexe 2

o Représentation graphique de la courbe d'étalonnage des NO.
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Annexe 3

Nitrate

o Composition et préparation des réactifs nécessaires au dosage des NOs-

Solution de chlorure d’ammonium

Produits utilisés
- Chlorure d’ammonium (NH4Cl).
Préparation
- Dissoudre 240 g de NH4Cl dans 700 ml d’eau distillée ;
- Mélanger puis compléter a 1000 ml ;
- Conserver la solution dans un flacon en plastique a température ambiante.

- Solution stable indéfiniment a température ambiante.

Solution d’hydroxyde de sodium

Produits utilisés
- Hydroxyde de sodium (NaOH).

Préparation
- Dissoudre 17 g de NaOH dans 800 ml d’eau distillée ;
- Mélanger puis compléter a 1000 ml ;

- Conserver la solution dans un flacon en plastique a température ambiante.

Solution stable indéfiniment a température ambiante.




Annexe 4

Orthophosphate

o Composition et préparation des réactifs nécessaires au dosage

Solution d’acide ascorbique

Produits utilisés
- Acide ascorbique (CsHsOg).
= ACIAE SUITUTIQUE. ....ooocooi it 95—-97 %
Préparation
- Pour la préparation de l'acide sulfurique a 2,9 mol/L.
o Ajouter 160 ml d’acide sulfurique dans 800 ml d’eau distillée ;
o Mélanger puis compléter a 1000 ml ;
o Solution stable indéfiniment a température ambiante.
- Pour la préparation de la solution d'acide ascorbique.
o Dans 100 ml d’acide sulfurique (2,9 mol/L), dissoudre 5 g d’acide ascorbique ;
o Conserver la solution a 4 °C et a I'abri de la lumiére ;

o Solution stable pendant quelques semaines.

Solution acide de molybdéne et d’antimoine

Produits utilisés

- Heptamolybdate d’'ammonium tétrahydraté ((NH4)sMo70.4, 4 Ho2O).

- Oxytartrate d’antimoine (III) et de potassium (KoSbe (CsH1O12), 3H20).
Préparation

- Dans 450 ml d’acide sulfurique (2,9 mol/L), dissoudre 13 g d’héptamolybdate
d’ammonium tétrahydraté ;

- Dissoudre 0,3 g d'oxytartrate d’antimoine (III) et de potassium dans 50 ml d’eau
distillée, mélanger puis I'ajouter a la solution dhéptamolybdate d’ammonium
tétrahydraté ;

- Conserver la solution a température ambiante.

- Solution stable pendant plusieurs mois.




Annexe 4

o Composition et préparation de la solution étalon d'PO.*

Solution étalon concentrée d’orthophosphate a 5 000 pmol/L

Produits utilisés
- Dihydrogénophosphate de potassium anhydre (KH2POy).
Préparation
- Sécher le dihydrogénophosphate de potassium a 105 °C pendant 1 heure ;
- Dissoudre 0,6805 g dans 1000 ml d’eau distillée ;
- Conserver a température ambiante et a I'abri de la lumiére.

- Solution stable pendant une année.

Solution étalon diluée d’orthophosphate a 50 pmol/L

Préparation
- Diluer 100 fois la solution étalon concentrée pour obtenir la solution étalon diluée ;

- Solution se conserve quelques jours au réfrigérateur.

o Représentation graphique de la courbe d'étalonnage des PO.*
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Annexe 5

Tampons d'homogénéisation

Tampon Tris a 20 mM (pH = 7,6)

Produits utilisés

- Hydroxyméthyl aminométhane (TTis)....iiiissseeeccececeiiinnnns 20 mM
- Acide éthyléne diamine tétraacétique (EEDTA).......ooooiiiiiiiiiciiiiccciccccciinnne 1 mM
5 U SACCIATOSC ... et 0,5 M
- Chlorure de potassium (KCL)........cccccoooiiiiicicsssnseseneeeeeceeeseseeesssseeseeees 0,15 M
= Dithiothréito] (DT ). iisssseesseseseceeeeeeisssss s 1 mM
- Fluorure de phénylméthylsulfonyle (PMSE).......ccccccccccccrenccceeceecccceecceee 0,1mM

o Solubiliser le PMSF dans de 1'isopropanol a raison 200 mM ;
o Aliquoter dans des tubes Eppendorf a raison 50 pl ;
o Solution stable pendant 6 mois a - 20 °C.
Préparation
- Pour la préparation de 100 ml de tampon Tris, dissoudre dans 80 ml d’eau
distillée 24 g de Tris ; 0,029 g d'EDTA ; 17,11 g de saccharose ; 1,11 g KCI ;
0,015 g DTT et le contenu d'un tube Eppendorf de PMSF ;
- Mélanger puis compléter a 100 ml avec de I'eau distillée.

- Tampon a préparer en quantité juste nécessaire a la série d’analyse.

Tampon phosphate de sodium a 0,1 % de Triton

Produits utilisés
- Hydrogénophosphate de sodium (NaoHPO.,).
- Dihydrogénophosphate de sodium (NaH.POy).
- Triton X 100.
Préparation
- Pour la préparation du tampon phosphate de sodium a 0,02 M (pH = 7).
o Dissoudre 2,83 g de Na;HPO, dans 1000 ml d’eau distillée (Solution A) ;
o Dissoudre 2,39 g de NaH.PO4 dans 1000 ml d’eau distillée (Solution B) ;
o Ajuster le pH de la solution (A) a I'aide de la solution (B).
- Pour la préparation de tampon phosphate de sodium a 0,1 % de Triton.
o Ajouter 0,1 ml de Triton X 100 a 99,9 ml tampon phosphate 0,02 M (pH = 7) ;

o Solution stable pendant plusieurs semaines a 4 °C;
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Annexe 5

Tampon chlorure de potassium a 1,15 %

Produits utilisés
- Chlorure de potassium (KCI).
Préparation
- Dissoudre 1,15 g de KCl dans 80 ml d'eau distillée ;
- Mélanger puis compléter a 100 ml avec de I'eau distillée.

- Solution stable pendant plusieurs semaines a 4 °C.

Tampon d’homogénéisation de la MT

Produits utilisés

= SACCRATOSE. ..o 0,6 M
= B - MErcaAPtOSRANOL........ccvvvvvvrvrrrerrreree s 0,01 %
= Tampon Tris-HCL (PH = 8,6).......ircieeieceiieeesseeesssssesssesssssseessessssscssscsieeeieinonne 20 mM

o Dissoudre 1,21 g du Tris dans 500 ml d'eau distillée ;
o Meélanger puis ajuster le pH a 8,6 avec quelques gouttes d'HCI ;
o Solution stable pendant plusieurs semaines a 4 °C.
= LQUPEPTINE ..ot 0,006 mM
o Solubiliser la leupeptine dans de l'eau distillée a raison 8,9 mM ;
o Aliquoter dans des tubes Eppendort a raison 101 pl.
o Solution stable durant 6 mois a - 25 °C.
- Phenyl methyl sulphonyl fluoride (PMSF) ... 0,5 mM
o Solubiliser le PMSF dans de l'isopropanol a raison 200 mM ;
o Aliquoter dans des tubes Eppendortf a raison 375 pl.
o Solution stable durant 6 mois a - 20 °C.
Préparation
- Pour la préparation de 150 ml de tampon d'homogénéisation, dissoudre dans
150 ml du tampon Tris : 25,67 g de saccharose, 15 pl de f-mercaptoéthanol, un
tube Eppendorf de leupeptine et de PMSF.

- Solution a préparer en quantité juste nécessaire a la série d’analyse.




Annexe 6

Protéines

o Composition et préparation du réactif nécessaire au dosage

Réactif protéique

Produits utilisés

- Bleu brillant de Coomassie (G250).

S 0 T ) U 95 %
= Acide PhOSPROTIQUE.........ccoueeeeiisesreeccee i sesseesessesssees e 85 %
Préparation

- Dissoudre 100 mg du bleu brillant de Coomassie dans 50 ml d’éthanol ;
- Agiter 2 heures puis ajouter 100 ml d’acide phosphorique ;

- Mélanger puis ajuster avec de I'eau distillée jusqu’a 1000 ml ;

- Agiter puis filtrer sur papier filtre Whatman N°1.

- Solution stable pendant plusieurs semaines a I'obscurité et a 4 °C.

o Représentation graphique de la courbe d'étalonnage des protéines
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Annexe 7

Glutathion réduit

Composition et la préparation des produits nécessaires au dosage

Solution d'acide sulfosalicylique a 4 %

Produit utilisé

- Acide sulfosalicylique.

Préparation

- Dissoudre 4 g de l'acide sulfosalicylique dans 80 ml d’eau distillée ;

- Mélanger puis ajuster avec de I'eau distillée jusqu’a 100 ml.

- Solution a préparer en quantité juste nécessaire a la série d’analyse.

Réactif d’Ellman a 10 mM

Produits utilisés

- Acide 5, 5'-dithiobis-2-nitrobenzoique (DTNB).

- Méthanol absolu.

Préparation

- Dissoudre 0,0396 g de DTNB dans 10 ml de méthanol absolu.

- Solution instable a préparer en quantité juste nécessaire a la série d’analyse.

Tampon Tris-HCI a ’TEDTA (pH = 9,6)

Produits utilisés

SR I o 1TSS 0,4 M

= DT e 20 mM

- Acide chlorhydrique (HCI).........iiisssciieiesssessssssssssssssseneeseeeeen 37 %
Préparation

Pour la préparation de 500 ml de tampon, dissoudre 24,22 g de Tris dans 400 ml
d’eau distillée ;

Ajouter 2,92 g ’EDTA ;

Meélanger puis compléter a 500 ml avec de 'eau distillée ;

Ajuster le pH a 9,6 avec quelques gouttes d'HCI.

Solution a préparer en quantité juste nécessaire a la série d’analyse.




o Représentation graphiques de la courbe d'étalonnage du GSH

DO

0.6

04

y=0,008x+ 0,014
R*=0,998

Annexe 7

Concentration en GSH (qunol/ml)



Annexe 8

Glutathion - S transférase

o Composition et préparation des produits nécessaires au dosage

Tampon phosphate a 0,1 M (pH = 6,5)

Produits utilisés
- Dihydrogénophosphate de potassium (KH.PO4).
- Hydrogénophosphate de potassium (KoHPO,4).

Préparation
- Dissoudre 13,6 g de KHoPO4 dans 1000 ml d’eau distillée (Solution A) ;
- Dissoudre 17,4 g de KsHPO4 dans 1000 ml d’eau distillée (Solution B) ;
- Ajuster le pH de la solution (A) a I'aide de la solution (B).

- Solution stable pendant plusieurs semaines a 4 °C.

Solution 1-chloro -2,4: - dinitrobenzene a 20 mM

Produits utilisés
- 1- Chloro - 2,4 - dinitrobenzene (CDNB).
- Ethanol absolu.
Préparation
- Dissoudre 0,04 g de CDNB dans 10 ml d’éthanol absolu.

- Solution instable a préparer en quantité juste nécessaire a la série d’analyse.

Solution de glutathion réduit 4 20 mM

Produits utilisés

- Glutathion réduit (GSH).

Préparation
- Dissoudre 0,06 g de GSH dans 10 ml d’eau distillée.

- Solution instable a préparer en quantité juste nécessaire a la série d’analyse.




Annexe 9

Catalase

o Composition et la préparation des produits nécessaires au dosage

Tampon phosphate a 0,1 M (pH = 7,5)

Produits utilisés
- Dihydrogénophosphate de potassium (KHoPOyx).
- Hydrogénophosphate de potassium (Ko:HPO).
Préparation
- Dissoudre 13,60 g de KHoPO4 dans 1000 ml d’eau distillée (solution A) ;
- Dissoudre 17,40 g de K;HPO,4 dans 1000 ml d’eau distillée (solution B) ;

- Ajuster le pH de la solution (B) a I'aide de la solution (A).

Solution stable pendant plusieurs semaines a 4 °C.

Peroxyde d'hydrogéne a 5 %

Produits utilisés

- Peroxyde d'hydro@ene (HoOg)......iiirieieseieesseseesesseessesseessesessessssscsccssiineeee 30 %
- Tampon phosphate (PH = 7,5t 0,1 M
Préparation

- Pour la préparation de 100 ml de peroxyde d'hydrogeéne a 5 %, ajouter 16,66 ml
d' HoO2 a 83,34 ml de tampon phosphate.

- Solution instable a préparer en quantité juste nécessaire a la série d’analyse.




Annexe 10

Acétylcholinestérase

o Composition et la préparation des produits nécessaires au dosage

Tampon phosphate de sodium a 0,1 % de Triton

Produits utilisés
- Dihydrogénophosphate de potassium (KHoPOyx).
- Hydrogénophosphate de potassium (KoHPO,4).
- Triton X100.
Préparation
- Pour la préparation du tampon phosphate de sodium a 0,02 M (pH= 7).
o Dissoudre 2,83 g de NaoHPO. dans 1000 ml d’eau distillée (Solution A) ;
o Dissoudre 2,39 g de  NaH,PO4 dans 1000 ml d’eau distillée (Solution B) ;
o Ajuster le pH de la solution A a l'aide de la solution B.
o Solution stable pendant plusieurs semaines a 4 °C.
- Pour la préparation du tampon phosphate de sodium a 0,1 % de Triton.
o Ajouter 0,1 ml de Triton X 100 a 99,9 ml tampon phosphate 0,02 M (pH = 7).

o Solution a préparer en quantité juste nécessaire a la série d’analyse.

Réactif d’Ellman a 0,01 M

Produits a utiliser

- Acide 5, 5'- dithiobis - 2 - nitrobenzoique (DTNB).

- Tampon phosphate (PH = 7).......siisssssssssocssiiiiieiesessssssssssssssessssseees 0,02 M
Préparation

- Dissoudre 0,0396 g de DTNB dans 10 ml de tampon phosphate a 0,02 M.

- Solution instable a préparer en quantité juste nécessaire a la série d’analyse.

Solution d'acétylthiocoline a 0,1 M

Produits a utiliser
- Acétylthiocoline iodide.
- Eau distillée.
Préparation
- Dissoudre 0,144 g d'acétylthiocoline dans 10 ml d'eau distillée.

- Solution a préparer en quantité juste nécessaire a la série d’analyse.




Annexe 11

Malondialdéhyde

o Composition et préparation des produits nécessaires au dosage

Solution d’acide phosphorique a 1 %

Produits utilisés

- Acide phosphorique (HsPOw).....icisissssssssseeccceceseseeesessssssssssssssseeeee e 98 %
Mode opératoire

- Ajouter 1,02 ml de l'acide phosphorique a 98,98 ml d'eau distillée.

- Solution stable a température ambiante.

Solution d’acide thiobarbiturique a 0,6 %

Produits utilisés
- Acide thiobarbiturique (TBA).
Mode opératoire
- Dissoudre 0,6 g du TBA dans 80 ml d’eau distillée ;

- Meélanger puis titrer avec une solution de NaOH (2N) jusqu'a la dissolution compléte

du TBA ;

Compléter a 100 ml avec de I'eau distillée.

Solution instable a préparer en quantité juste nécessaire a la série d’analyse.

o Représentation graphique de la courbe d'étalonnage du MDA

0.6 - v =0,007x+ 0,002
R* = 0,999

DO

04
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Concentration en MDA (numol/ml)



Annexe 12

Métallothionéine

o Composition et préparation des produits nécessaires au dosage

Solution de lavage

Produits utilisés
m ERANOL e 87 %
- Chloroforme.
- Tampon d’homogénéisation sans leupeptine, f-mercaptoéthanol et PMSF.
Préparation
- Pour la préparation de 100 ml de tampon de lavage, ajouter a 87 ml d'éthanol,
1 ml de chloroforme et 12 ml tampon d’homogénéisation ;
- Conserver le flacon a - 20 °C.

- Solution stable pendant plusieurs mois.

Solution de chlorure de sodium a 0,25 M

Produits utilisés
- Chlorure de sodium (NaCl).
Préparation
- Dissoudre 1,46 g de NaCl dans 80 ml d'eau distillée ;
- Mélanger, puis compléter a 100 ml avec de I'eau distillée.

- Solution stable durant plusieurs mois a 4 °C.

Solution d’acide chlorhydrique (1 N) contenant 4 mM d’EDTA

Produits utilisés

- Acide chlorhydrique (HCI)........iciiiinicessesssssssessssssssssssssssseseeneeee 37 %
- Acide éthyléne diamine tétraacétique (EDTA)........ccccccccoieeccecceccececceces 4 mM
Préparation

- Pour la préparation d'une solution d'HCI (1N), diluer 7,66 ml d'HCI dans 250 ml
d’eau distillée ;

- Dissoudre 0,292 g d'EDTA dans la solution HCI (1N), puis agiter au vortex pendant
quelques secondes jusqu’a la dissolution compléte de 'EDTA.

- Solution a préparer en quantité juste nécessaire a la série d’analyse.

Réactif d'Ellman a 0,43 mM

Produits utilisés

- Chlorure de sodium (NACI).. ... 2 M


https://www.google.fr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0ahUKEwiK29GoyZjUAhUCEVAKHed7DD0QFgghMAA&url=https%3A%2F%2Ffr.wikipedia.org%2Fwiki%2FChlorure_de_sodium&usg=AFQjCNEG9kFTXfeQR8OUKFvKjXd0LvzPcQ
https://www.google.fr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0ahUKEwixupSozpjUAhXLL1AKHdLbCKEQFggyMAI&url=https%3A%2F%2Ffr.wikipedia.org%2Fwiki%2FAcide_chlorhydrique&usg=AFQjCNFyNTv_1QyYXTz7ECcco4CEZlXFvg
https://www.google.fr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0ahUKEwixupSozpjUAhXLL1AKHdLbCKEQFggyMAI&url=https%3A%2F%2Ffr.wikipedia.org%2Fwiki%2FAcide_chlorhydrique&usg=AFQjCNFyNTv_1QyYXTz7ECcco4CEZlXFvg

Annexe 12

- Acide 5, 5'- dithiobis-2-nitrobenzoique (DTNB)..................... 0,43 mM
- Tampon phosphate (pH = 8)............o 0,2 M
o Dissoudre 27,21 g de KHoPO4 dans 1000 ml d’eau distillée (Solution A) ;
o Dissoudre 34,82 g de KsHPO4 dans 1000 ml d’eau distillée (Solution B) ;
o Ajuster le pH de la solution (B) a I'aide de la solution (A).
o Solution stable pendant plusieurs semaines a 4 °C.
Préparation
- Pour la préparation de 100 ml du réactif d'Ellman, dissoudre dans 80 ml du tampon
phosphate a 0,2 M (pH = 8); 11,65 g de NaCl et 17,04 mg de DTNB ;
- Mélanger, puis compléter a 100 ml avec du tampon phosphate ;
- Agiter au vortex pendant quelques secondes jusqu'a la dissolution compléte du

DNTB.

- Solution instable a préparer en quantité juste nécessaire a la série d’analyse.

o Représentation graphique de la courbe d'étalonnage de la MT

l - L 4
0.8 4
¥ = 0,014x+ 0,002
06 R = 0,998

DO

0 10 20 30 40 50 60 70 30

Concentration en MT (nmol/ml)



	1.Page de garde
	2.Remerciments
	3.Table des Matiéres
	4.Résumé Français
	5.Résumé Anglais
	6.Résumé Arabe
	7.Liste des figure
	8.Liste des tableaux
	9.Abreviation
	10.Introduction
	11.Introduction génerale
	12.1er partie
	13.Synthése Bibliographique
	14. 2 eme partie
	15. Interpage I
	16.Chapitre I
	17.Interpage II
	18.Chapitre II
	19. Interpage III
	20. Chapitre III
	21. Conclusion et perspectives
	22. Conclusion
	23. Réferences bibliographiques
	24. Références bibliographiques
	25. Annexes
	26. Annexe 1
	27. Annexe 2
	28. Annexe 3
	29. Annexe 4
	30. Annexe 5
	31. Annexe 6
	32. Annexe 7
	33. Annexe 8
	34. Annexe 9
	35.Annexe 10
	36. Annexe 11
	37. Annexe 12

