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INTRODUCTION

« La science ne renverse pas a mesure ses édifices ; mais elle y ajoute sans cesse de nouveaux étages
et, a mesure qu’elle s’éléve davantage, elle apercoit des horizons plus élargis. »

Berthelot



Introduction

1. Introduction

La pollution environnementale est I'un des principaux defis auxquels I'humanité
est confrontée aujourd’hui (Ramzan et al., 2022). Cette pollution s’est amplifiée ces derniéres
années et a soulever de nombreuses inquiétudes dans la communauté scientifique mais aussi
parmi les dirigeants et les citoyens (Fan et al., 2020). En effet, I'urbanisation croissante,
I’activité intensive de 1’agriculture et le développement industriel chimique depuis le début
du 20°™ siecle, sont a l'origine d’une contamination majeure dans les milieux naturels
(Ukaogo et al., 2020). Cette contamination s’est diffusée au niveau des compartiments
abiotiques fondamentaux des milieux (air, sol et eau) a différentes échelles du temps et a eu
pour conséquence de nombreux effets néfastes sur la faune et la flore mais aussi sur la santé
humaine (Binelli et al., 2015 ; Lionetto et al., 2019).

Les milieux marins jouent un role socio-économique et écologique important en
fournissant de nombreux avantages aux humains et sont donc classés comme des services
écosystémiques (Barbier, 2017 ; Bryhn et al., 2020). Néanmoins ils sont continuellement
exposés a une grande varieté de polluants et de micropolluants, comprennent, les produits
pharmaceutiques, les dechets plastiques et leurs produits chimiques connexes, les polluants

organiques et inorganiques (LlIoyd-Smith et al., 2018).

Les métaux lourds font partie des polluants inorganiques qui constituent un danger
pour I'environnement et la santé des étres vivants (Wu et al., 2016 ; Khemis et al., 2017). En
effet, contrairement aux polluants organiques susceptibles de se degrader, les polluants
métalliques dans un premier temps sont persistants dans 1I’environnement (Amankwaa et al.,
2021), en particulier dans les sédiments des hydrosystemes, vu leur faible biodégradation
(Larrose et al., 2010 ; Diop, 2014 ; Saher & Siddiqui, 2016). Et d’autre part en raison de
leur capacité de bioaccumulation dans les tissus (Gupta et al., 2019 ; Kumar et al., 2019a ;
Siregar et al., 2020).

Le cadmium est un métal lourd de symbole Cd, et de numéro atomique 48, de
couleur blanc brillant, il n’est pas essentiel au développement des organismes vivants et ne
participe pas au métabolisme cellulaire. En revanche, ses propriétés physiques et chimiques,
proches de celles du calcium, lui permettent de traverser les barrieres biologiques et de
s’accumuler dans les tissus (Martin-Garin & Simon, 2004). Le Cd est trés persistant chez
I'nomme et sa demi-vie biologique est de 10 a 35 ans (World Health Organization, 2019), il

Page | 1



Introduction

fait partie des "trois grands" en termes de toxicité (Moawad et al., 2020). En effet, les trois
métaux lourds les plus connus pour leur dangerosité sont le plomb (Pb), le mercure (Hg) et le
cadmium (Cd) (Pont et al., 2010). Ces principales sources anthropiques sont les mines et les
industries métallurgiques telles que les batteries, les pigments, les alliages, la galvanoplastie
et le revétement, le ciment et les stabilisateurs pour les plastiques (Zou et al., 2014).

Le cadmium peut entrainer a 1’échelle de 1’organisme méme a de trés faibles
concentrations  d’importantes  perturbations du  systtme nerveux, reproducteur,
cardiovasculaire, immunitaire, gastro-intestinal, hépatique, rénal, et respiratoire (Cheng et
al.,2021). Chez les mollusques et les crustaces, ces effets toxiques affectent tous les stades de
développement embryonnaire et peuvent aussi causer des désordres au niveau des fonctions
reproductrices en particulier sur la fonction du systéeme endocrinien (Rao et al., 2007 ;
Baudrimont et al., 2019). Par consequent, les recherches sur la toxicité sublétale s’avérent
nécessaire pour la compréhension des effets toxiques autres que létaux, puisque ce sont eux
qui expriment le plus souvent les situations réelles de pollution de 1’environnement
(Mouabad, 1991 ; Dutta et al., 2017).

En vue de I’identification, I’estimation et I'évaluation des risques posés par les
rejets de ces polluants chimiques dans I'environnement, des programmes de biosurveillance
(ou biomonitoring en terme anglo-saxon) ont été misent en place au niveau national et
international et s’avérent d’une nécessité croissante, ils sont généralement définis comme
«l'utilisation systématique des organismes vivants ou de leurs réponses pour déterminer I'état
et/ou les changements de I'environnement » (Yang et al., 2008 ; Al-Alam , 2017). Ces
programmes de biosurveillance sont basés sur deux approches complémentaires, les

bioindicateurs et les biomarqueurs (Viarengo et al., 2007; Carreira et al., 2013).

Au sens écologique général, un bioindicateur peut étre défini comme un
organisme ou une communauté d’organismes pertinents chez lesquels la réponse est mesurée
(biochimique, génétique, enzymatique, physiologique, morphologique, comportementale,
structurelle et/ou fonctionnelle), renseigne sur la présence et/ou 1I’impact des polluants dans
I’environnement dans lequel ils vivent (IPCS, 2004 ; Markert, 2007 ; Franzle, 2006). En
effet, certaines especes sont trés sensibles aux variations des conditions environnementales,
qu’elles soient d’origine biotique ou abiotique. Tous ces changements, peuvent, s’ils sont bien
utilisés, constituer des outils précoces et fiables, pour détecter une dégradation et une

restauration du milieu (Figueira et al., 2009 ; Wu et al., 2010). La plupart des organismes
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bioindicateurs utilisés a 1’heure actuelle dans la biosurveillance des milieux marins sont des
especes planctoniques, des poissons, et essentiellement des mollusques (Fossi-Tankoua et
al., 2013).

Les mollusques bivalves ont attiré 1’attention des chercheurs dans le domaine de
la bioindication et du biomonitoring (Oehlmann & Schulte-Oehlmann, 2003). Ceci en
raison de leur sensibilité, reproductibilité et la pertinence écologique dont 1’abondance
spatiale et temporelle, la facilité d’échantillonnage et la gamme de réponses biologiques
détectables pour bien représenter les phénomeénes en cause de la pollution, en plus de leur
grande capacité de bioaccumulation (Ji et al., 2015).

Les Mollusques Bivalves sont des bons indicateurs biologiques de 1’état de sante
et de la contamination du milieu marin (Mejdoub et al., 2017). De plus, au vu de leur capacité
de filtration, ces espéces sentinelles ont la capacité de filtrer de grands volumes d'eau (entre 3
et 5 litres par heure) (Aguirre-Martinez, 2021), de leur mode de vie sédentaire, de leur large
distribution, de leur espérance de vie relativement grande et leur capacité a accumuler les
polluant . Les Mollusques Bivalves sont réputés pour étre d’excellents bioindicateurs d’une
grande utilité dans les programmes de biosurveillance active ou passive (Oehlmann &
Schulte-Oehlmann, 2005 ; Schulte-Oehlmann, 2003 ; Coelho et al., 2006 ; Waykar &
Deshmukh, 2012). De nombreuses espéces de Bivalves ont été utilisées dans ces programmes
de biosurveillance dont Mytilus galloprovincialis, Ruditapes decussatus, Perna perna et
Donax trunculus (Fernandez-Gonzalez et al., 2021 ; De Sousa et al., 2011 ; Silva Dos
Santos et al., 2022 ; Beldi et al., 2006 ; Merad et al., 2018 ; Sifi & Soltani, 2019 ; Tlili &
Mouneyrac, 2019).

D’autres part, Les biomarqueurs apparentés a I’utilisation des indicateurs
biologique sont apparue comme une alternative complémentaire pour appréhender 1’état des
milieux (Ferrat, 2011). lls sont, définis comme des changements observables et/ou
mesurables au niveau moléculaire, biochimique, cellulaire, physiologique ou comportemental,
révélant I'exposition présente ou passée d'un individu a un polluant, ils sont réputés comme
des indicateurs précoces et sensibles de la dégradation de la santé des organismes (Amiard,
2017 ; Martinez-Morcillo et al., 2020). Ces biomarqueurs sont notamment utilisés a fin de
connaitre les mécanismes d’adaptation et de dépuration des organismes face aux polluants
(Sanghvi et al., 2003 ; Sundin et al., 2019 ; Heiba et al., 2021). De nombreux biomarqueurs

biochimiques et cellulaires spécifiques, mais aussi non spécifiques ont été mesurés chez les
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organismes bioindicateurs marins (Tlili et al., 2013 ; Schoonover et al., 2016 ; Magni et al.,
2017; Sifi & Soltani, 2019). A titre d’exemples : les biomarqueurs neurotoxiques (Guo et al.,
2021) ; les biomarqueurs du stress oxydatif (Vodiasova et al., 2021) ; les biomarqueurs
génotoxiques (Klingelfus et al., 2017 ; Delmond et al., 2019) ; les biomarqueurs de
reprotoxicité (Gallo & Tosti, 2020 ; Xu et al ., 2022).

Les biomarqueurs impliqués dans le processus reproductif ou les biomarqueurs
de reprotoxicité sont de plus en plus pris en considération. Parmi ces biomarqueurs, la
vitellogénine (Vtg), est une glyco-lipo-phosphoprotéine précurseur de la synthése des
vitellines. Chez les mollusques bivalves benthiques, la synthése des Vtg est réalisée dans la
glande digestive puis sécrétée dans I'némolymphe (Blaise et al., 1999 ; Li et al., 1998 ;
Jubeaux, 2015) ensuite transportée vers les ovaires par le systeme circulatoire, ou elle est
internalisée dans les ovocytes en croissance par le biais de I'endocytose médiée par les
récepteurs et est ensuite clivée par protéolyse pour générer les protéines vitellines (Simon et
al., 2010).

La vitelline (\Vn), est une glycolipoprotéine, qui fournit des nutriments aux
embryons en développement (Sun et al., 2015 ; Adhya et al., 2017). Les Vtg et Vn jouent des
réles importants lors de la reproduction et leurs mises en évidence chez les mollusques, et en
particulier chez les bivalves confirme que ce sont des biomarqueurs biochimiques
spécifiques, sensibles et pertinents pour évaluer I’exposition de ces organismes a des
contaminants cestrogéniques (Wheeler et al., 2005 ; Matozzo et al., 2008 ; Tran, et al., 2019).
En effet, les informations fournies par de nombreux travaux tendent a indiquer que la
modulation de la synthese de la Vtg chez les bivalves est sensible a I’exposition de
perturbateurs endocriniens (PE) du type cestrogénique. (Quinn et al., 2004 ; Andrew et al.,
2008 ; Ciocan et al., 2010 ; Gnatyshynaetal., 2020 ; Fabrillo et al., 2020).

L’¢tude histologique des ovaires est un outil extrémement utile pour évaluer les
variations structurelles des ovocytes, et peut étre utilisée comme un complément aux
biomarqueurs de reprotoxicité (Costa et al., 2013 ; Cuevas et al., 2015). Pour évaluer son
utilité dans les études toxicologiques chez les mollusques bivalves, Lango-Reynoso et al.
(2000), indiquent qu’il existe plusieurs moyens d'évaluer les altérations morphologiques des
ovaires : (a) I'observation visuelle en relation avec la taille, la forme et la couleur relatives des
gonades ; (b) l'indice gonadique ; (c) la morphomeétrie des ovocytes et de follicules ovariens ; ou

(d) 1e nombre d’ovocytes par follicules ovariens et les anomalies histopathologiques (Puljas &
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Luki¢, 2021). La morphométrie des ovocytes et de follicules ovariens peut étre également un

bon biomarqueur a I'échelle de I’individu (Yasmeen & Pathan, 2021).

Le golfe d’Annaba est la zone cdtiére touristique et économique la plus importante
située a l'est de I'Algérie. Cependant, ses ressources halieutiques sont menacées par une
pollution liée a une activité économique en plein essor. Une large gamme de contaminants
d’origine urbaine, agricole, portuaire et industrielle est rejetée dans cette zone. Des travaux
antérieurs ont permis de déceler une contamination métallique importante dans cette région
(Beldi et al., 2006 ; Guendouzi et al., 2020). Divers éléments traces métalliques y compris le
cadmium ont été détectés dans les sédiments et les tissus d’une espece bioindicatrice de la

pollution Donax trunculus.

Donax. trunculus, est un mollusque bivalve comestible, filtreur et sédentaire, tres
répondu dans le golfe d’Annaba ; il a fait I’objet de nombreux travaux concernant sa biologie
, son écologie et sa reproduction dans divers biotopes, en Atlantique (Guillou et Le Moal,
1980 ; Guillou et Bayed, 1991) et en Méditerranée (Mouéza, 1971 et 1975 ; Mouéza &
Frenkiel-Renault, 1973 ; Ansell et Bodoy, 1979 ; Neuberger- Cymik et al., 1990 ;
Benchamma, 1995 ; Ramon et al., 1995 ; Boussoufa et al., 2012 ; Tlili et al., 2010 ; 2011
: 2013 ; Hamdani et al., 2020 ; Patifio et al., 2021 ; Lamine et al., 2021). Cette espece est
couramment utilisée dans les études de surveillance environnementales comme espece

sentinelle des zones méditerranéennes (Tlili & Mouneyrac, 2019).

En continuité avec les travaux antérieurs, et dans le contexte d’un programme
national de biosurveillance des eaux du golfe d’ Annaba mené depuis 1’année 2002, en utilisant
Donax trunculus comme espece boinindicatrice de la pollution ; et en raison de leur réle

écologique et économique non négligeable dans le golfe (Soltani et al., 2015).

Cette thése a pour objectif d’évaluer la toxicité aigué (96 heures) des
concentrations sublétales du cadmium (CLg et CL2s), sur 1’aspect reproductif des femelles de
Donax trunculus .Ces concentrations ont été déterminées précédemment par Merad et Soltani
(2015). Les expériences ont €té menées au niveau du Laboratoire de Biologie Animale
Appliquée. En considérant la période d’activité sexuelle et la période de repos sexuel du cycle
sexuel de D.trunculus. D’autres part, elle vise également a évaluer la capacité de D. trunculus
a surmonter le stress chimique induit lors de I’exposition au cadmium, en transvasant ces

espéces dans une eau non contaminée ; la présentation des résultats de cette thése se décline
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en trois parties:

La premiere partie consiste a évaluer les effets sublétaux du cadmium sur les
teneurs en vitellogénines et vitellines au niveau de 1’hémolymphe et des ovaires de Donax

trunculus respectivement, et durant la phase d’exposition et de dépuration.

La seconde partie est consacrée a I’impact des concentrations sublétales du
cadmium sur les profils protéiques des vitellogénines et vitellines chez Donax trunculus en

réalisant une étude électrophorétique durant la phase d’exposition et de dépuration.

La troisitme partie est relative a une étude histologique des ovaires de Donax
trunculus en phase d’exposition.
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Matériel et méthodes

2. Matériel et méthodes

2.1. Présentation de ’espéce

Donax trunculus (Linnaeus, 1758) est un Mollusque Bivalve marin a symétrie
bilatérale (Bellon-Humbert, 1962 ; Fischer et al., 1987), de la famille des Donacidae (Poutier,
1978). Sa taille maximale atteint les 5cm (Fischer et al., 1987) mais ne dépasse pas 3,9 cm sur
les cotes algéroises (Mouéza & Frenkiel-Renault, 1973 ; Ansell et al., 1980 ; Rabie, 2020 ;
Ammamra, 2021). Dans le golfe d’Annaba sa taille est d’une classe moyenne de 27 + 1 mm
(Aouadene, 2003 ; Sifi et al., 2007; Hamdani, 2013 ; Hafsaoui, 2017 ; Rabie, 2020). Cette
espéce est connue sous I’appellation de telline, lion tronqué ou flat tellin (Fischer et al., 1987),
et est plus généralement désignée par les pécheurs de la baie d’ Annaba par le terme «haricot de
mer» (Théband et al., 2005). C’est une espéce comestible et trés consommée dans les pays
méditerranéens (Pinello et al., 2020). La production mondiale de D.trunculus a été estimée a
975 tonnes en 2008 (Statistiques FAO, 2010) dont 347 tonnes en Méditerranee.

2. 1. 1. Classification de I’espéce

La classification des Mollusques Bivalves se base sur plusieurs criteres a savoir, la
forme de la coquille, la charniére et la structure des branchies (Bellon-Humbert, 1962). La
position systématique de D. trunculus d’apres le World Register of Marine Species (WoRMS)
(Gofas, 2021) est la suivante :

Tableau 1 : Position systématique de D.trunculus.

Regne Animal

Embranchement Mollusca

Classe Bivalvia Linnaeus, 1758
Sous-classe Heterodonta Neumayr, 1884
Ordre Veneroida Gray, 1854
Superfamille Tellinoidea Blainville ,1814
Famille Donacidae Fleming, 1828

Genre Donax Linnaeus, 1758

Espece Donax trunculus Linnaeus, 1758
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2. 1. 2. Anatomie de I’espéce

2.1.2.1. Anatomie externe

La coquille de Donax trunculus est une équivalves cunéiforme, avec le
postérieur plus long que I'antérieur. La coquille peut étre trouvée dans des couleurs allant de
l'olive, en passant par le chataignier, jusqu'au blanc-jaune et mesure plus 25 mm de large
(Pinello et al., 2020). Elle est composée de deux valves calcifiées qui recouvrent les cotes droit
et gauche du corps, et qui s’articulent dorsalement autour d’un dispositif marginal appelé
charniéere qui est munie de deux petites dents cardinales et des dents latérales a chaque valve
(Lucas, 1965), et d’une structure élastique trés imparfaitement calcifiée, le ligament. Sous
I’action de ce dernier, la coquille tend a s’ouvrir par contraction des muscles adducteurs qui
s’insérent chacun sur la face interne des deux valves ou leur empreinte est généralement visible
(Bougis, 1976). La surface externe des valves est pratiquement lisse, de couleur blanche
jaunatre ou brunétre, uniforme extérieurement ; ou variablement ornée de rayons et de bandes
concentrique généralement violacés, brunatres, ou grisatres ; 1’intérieur blanc, est souvent

largement maculé de violet, brunatre ou orange en deux régions intégrales (Fischer et al., 1987)
(Fig. 1).

Empreinte du muscle A B

postérieur

Sinus palléale

Charniére

Empreinte du muscle

antérieur

10 mm

Figure 1. Morphologie interne (A) et externe (B) de la coquille de D. trunculus (Gx3) (Photo
personnelle).

2.1.2.2. Anatomie interne

Donax trunculus est une espéce fouisseuse caractérisée par un corps mou acéphale,

non segmenté, comprimé latéralement, il est enveloppé par un manteau (Gagnaire, 2005),
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constitué d’épithélium associé a des fibres musculaires, il joue un role dans I’accumulation des
réserves, mais son réle principal est d’assurer la formation de la coquille. Les bords externes
du manteau sont plus ou moins soudés, formant vers l'arriere deux siphons (Fisher et al., 1987),
permettant I'entrée de I'eau dans la cavité palléale (siphon inhalant) ou son rejet vers I'extérieur
(siphon exhalant) (Lucas, 1965). Les deux lobes du manteau délimitent la cavité palléale ou se
localisent les branchies qui sécrétent et supportent chacune des deux valves (Lucas, 1965). Les
branchies sont de type lamellibranche (Mouéza, 1971) assurant la capture et le transport de la

nourriture, ainsi que la respiration (Moullac et al., 2009).

A. Le pied
Organe musculeux ventral et turgescent, constitue un solide point d’ancrage pour
I’animal (Mouéza, 1971), il permet de s’enfouir dans I’habitat sableux et assurer la locomotion

(Fisher et al., 1987) (Fig. 2).

B. Le ligament
Est un fuseau ou un secteur de cylindre fixé aux bords dorsaux des valves, il assure
I’écartement passif des valves (Myrand et al., 2007). 1l se compose surtout de conchyoline
substance analogue a la chitine). Le ligament est sécrété par le manteau au niveau de la zone

dorsale situee entre ses deux lobes (isthme palléal).

Siphon

Muscles adducteurs

Valve Manteau

Gonade femelle

Tube digestive

Pied

10mm

Figure 2. Anatomie interne de Donax trunculus (Gx4) (Photo personnelle).

C. Le manteau
Il enveloppe le corps de I’animal, comme un vaste pardessus, fixé a la région
dorsale, constitué de deux lobes qui sécrétent et supportent chacun une des valves de la coquille,
les bords externes du manteau sont parfois plus ou moins soudés, formant vers I’arriere deux

siphons (Grasse et al., 1970).
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D. Les muscles adducteurs
Ils s’inserent perpendiculairement aux valves, s’opposent a I’action mécanique du
ligament et ferment la coquille, ils marquent sur la face interne des valves leurs insertions sous

la forme « d’impressions » (Grasse et al., 1970).

E. Le tube digestif
L’esophage est un tube court qui aboutit dans un vaste estomac, a paroi plissé
criblée de trous qui sont les orifices des diverticules digestifs, lesquels se ramifient beaucoup et
se terminent en caecum par des acini de la glande digestive (hépatopancréas) responsable des

sécrétions d’enzymes digestives et stockage des réserves (Edouard & Christian, 1992).
2.1.3. Biotope et distribution spatiale

L’habitat préférentiel de D. trunculus correspond généralement a des sables fins
dont la médiane granulométrique est de 0,12 mm (Guillou & Le Moal, 1980), Beldi (2007)
signale que D. trunculus colonise les petits fonds du golfe d’ Annaba, constitués essentiellement
de sable fin et moyen, a environ 1,20 m de profondeur dans 1’eau au niveau de la couche
superficielle du sédiment (Sifi et al., 2007), dont les densités sont de I’ordre de 150 a 550
individus/m2 (Mouéza, 1972; Beldi, 2007) (Fig.4). Les juvéniles de 2 a 5 mm s’installent a des
profondeurs plus importantes qui peuvent atteindre jusqu’a 5 m en Atlantique, et 6 m en
Méditerranée (La Valle, 2005 ; Gaspar et al., 2002 ; La Valle et al., 2011), alors qu’au cours
de leur croissance ils gagnent progressivement les fonds de 1m ou ils vivent a I’¢tat adulte. Ce
type de migration de croissance est ’une des caractéristiques du genre Donax (Guilou & Le
Moal, 1980). D. trunculus résiste bien aux variations des facteurs physico -chimiques du milieu
dans la mesure ou ces variations ne sont pas trop brutales (Marobin et al., 2007). La distribution
spatiale des populations de D. trunculus est modulée par plusieurs facteurs tels que lI'amplitude
des marees (Gaspar et al., 2002), la température (Botelho et al., 2018), la granulométrie des
sédiments (De la Huz et al. 2002, La Valle et al., 2011) et la pression de la péche (Marie et
al., 2016) et le parasitisme (Delgado et al., 2017). Ainsi on la trouve sur les cbtes de I'Europe
occidentale et de I'Afrique de I'Ouest jusqu'au Sénégal, ainsi que dans les pays de I'Union
européenne (Pinello et al., 2020). D. trunculus s'étend le long de la cote francaise atlantique, la
péninsule ibérique et I'Afrique du Nord (Ibrahim et al., 2015 ; Delgado et al., 2017) et est
largement répandue en Mer Noire et en Méditerranée (Bayed, 1990 ; Tlili & Mouneyrac, 2019)

(Fig. 3).
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B Méditerranée Occidentale Nord
B Méditerranée Occidentale Centre
B Méditerranée Occidentale Sud
B Adriatique Nord

1 M Adriatique Centre
. Adriatique Sud
B Méditerranée Orientale Nord
™ Méditerranée Orientale Centre

Méditerranée Orientale Sud

Figure 3. Distribution spatiale de D.trunculus (www.gbif.org/species/5729032, 2020).

Figure 4. Localisation de D.trunculus dans son biotope (https://image.ifremer.fr/).

2.1.4. Régime alimentaire

D. trunculus est un filtreur suspensivore (Manca-Zeichen et al., 2002), qui se
nourrit principalement de la matiére organique présente dans I’eau, sélectionnant les éléments
par la taille et non pas selon leur nature (plancton, bactéries, particules, assimilables). Il absorbe
les particules en suspension les plus fines ou récolte celles déposées sur le sédiment grace a son
siphon allongé (Mouéza & Chessel, 1976).
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Cette espéce assure ces eéchanges avec le milieu extérieur par une circulation
constante d’eau véhiculant nourriture et oxygeéne a travers la cavité palléale ce qui permet la

collecte des particules en suspension (Degiovanni & Mouéza, 1972) (Figure 5).

Eau inhalée Eau exhalée

o Siphon
¥ exhalant

Filaments du byssus * s

Figure 5. Filtration au niveau des branchies chez les Bivalves (www.huitres-de-
bretagne.com/media/render/index/id/21).

2.1.5. Cycle biologique

D. trunculus est une espece gonochorique a fecondation externe, les gametes sont
expulsés dans le milieu extérieur ou a lieu la fécondation. Les ceufs fécondés ont une forme
sphérique (70-80 pum de diametre), puis ces derniers subissent une série de clivages
extrémement réguliers donnant lieu a un arrangement en "spirale™ des blastomeres jusqu'a la
formation de la blastula. Aprés la segmentation, la larve blastula subit la gastrulation donnant
naissance a une larve nageuse, muni d'une couronne ciliée ; c'est la larve trochophore (Prieur,
1971). Ensuite on aboutit a la formation de la larve D, puis la larve véligere et enfin la larve
pédivéligéere (Ruiz-Azcona, 2020) (Figure 6). A ce stade, les larves nagent activement, elles
restent planctoniques quelques jours ou quelques semaines puis se fixent pour se
métamorphoser. La métamorphose conduit a la vie benthique définitive, elle dure environ 19-
23 jours a 21°C (Otero, 1982, Hamdani, 2013).
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. Trochphore
Véligére

Métamorphose

Larve pédivéligere

Larve D

Poste larvaire

Gastrula

Adultes présentent une vie
benthique définitive

Blastula

Euf fécondé

Figure 6. Cycle biologique de Donax trunculus (Ruiz-Azcona, 2020).

2.16. Cycle reproducteur et distinction des sexes

Le cycle de reproduction de D.trunculus est régulé par l'action de plusieurs facteurs
environnementaux naturels (tels que la température et la disponibilité de la nourriture) et un
ensemble de facteurs endogenes (tels que I'équilibre des hormones stéroidiennes et le
métabolisme) (Mouneyrac et al., 2008). D. trunculus se reproduit a I'dge d'un an environ
lorsqu'elle a atteint 1 cm de longueur (Lucas, 1965 ; Mouéza & Frankiel-Renault, 1973 ;
Hafsaoui, 2017). Dans le golfe d’ Annaba, le cycle sexuel de D. trunculus présente une période
de repos sexuel automnale qui s’étend du mois de Septembre jusqu’au mois de Novembre, ou

100% des individus sont au stade 0 (Repos sexuel), il est caractérisé par la réorganisation du
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tissu gonadique (Hamdani et al ., 2020) suivi d’une période d'activité sexuelle qui s’étend du

mois de Décembre au mois d’ Aot :

- De Décembre a Janvier la majorité des individus sont au stade I (Reprise de 1’activité génitale)
et I1 du cycle (la gamétogénese), cette période est caractérisée par le développement des tubules
gonadiques.

- De Février & Ao0t : les individus sont au stade 111A (maturité morphologique), I11B (Emission
gamétique), IIIC (Redéveloppement de la gonade) et IIID (Arrét de I’activité génitale et
reconstitution des réserves). Cette période est caractérisée par la maturation et I’émission des
gamétes (Hamdani et al., 2020). La période de ponte se déroule en été, en méme temps que la
gamétogenese et prend fin en automne avec la régression des gonades (Mouéza & Frankiel-
Renault, 1973 ; Ansell et al., 1980). La premiére ponte commence au mois de Mars, et la

seconde se déroule au mois d’Aoit (Hamdani et al., 2020).

La différence entre les deux sexes repose sur la couleur de la gonade durant la
période d’activité sexuelle. Les sexes sont bien reconnaissables a 1’ceil nu. L’ovaire, colore en
bleu nattier par la pigmentation du vitellus, a un aspect grenu. Le testicule, blanc créme, plus
finement lobé, a un aspect caractéristique en «chou-fleur» (Lucas, 1965 ; Mouéza & Frankiel-
Renault, 1973) (Figure 7).

(A)

10mm

Figure 7. Aspect externe des gonades de D. trunculus : méale (A) et femelle (B) (Gx3) (Photo
personnelle).
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2. 2. Présentation du golfe d’Annaba

Le golfe d’Annaba est situé¢ a l'extréme Nord Est du littoral algérien, limité par le
Cap Rosa (8°15” E et 36° 58’ N) a I’Est, et par le Cap de Garde (7°16’ E et 36°58” N) a I’Ouest,
distant de 40 Km avec une profondeur qui ne dépasse pas 65 m. Divers oueds et estuaires se
déversent dans la baie, parmi les plus importants: la Mafragh et la Seybouse. Ces Oueds
apportent des matiéres minérales et organiques d'origines agricoles et domestiques (Khélifi-
Touhami et al., 2007), des effluents urbains (Khammar, 2007) et industriels, en particulier les
produits phytosanitaires de 1’usine FERTIAL (Saker, 2007).

Le site choisi au niveau de la baie d’Annaba pour le prélevement des échantillons
est le site EI-Battah (36° 50° N et 7° 50’ E) (Fig. 8), il se trouve a I’Ouest de I’estuaire de la
Mafragh, entre la plage de Chatt et le cap Rosa. Cette zone est caractérisée par son éloignement
des sources de pollution et est soumise a un régime hydrodynamique important, avec une
intensité qui atteint 0,5 m/s ; ces courants contribuent a la dilution des polluants, de plus il est
caractérisé par une forte abondance du matériel biologique utilisé. C’est la raison pour laquelle
on a choisi ce site pour le préleévement des échantillons. L’analyse granulométrique de cette

zone, montre que D. trunculus colonise des sables moyens purs (Beldi, 2007).
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Figure 8. Localisation du sife El Battah dans le golfe d’ Annaba (Arc gis, modifier).

Figure 9. Photographie de la plage El Battah (Photo personnelle).

2.3. Collecte et élevage

Les expérimentations ont été effectuées durant I’année (2018) au cours de la période
de reproduction printaniére (Mars) et au cours du repos sexuel (Novembre). La collecte de
D.trunculus est effectuée a ’aide d’une grande épuisette appelée « Cope » ou tellinier. Ce
dernier est accroché par un baudrier a la taille du pécheur. Le pécheur recule et tire le tellinier
qui vient fouiller le sable a I’aide d’une lame. Les coquillages sont ensuite récupérés dans un
filet, le maillage du filet ne doit pas étre inférieur a 3 millimetres. L’orientation est conduite par

une seule personne a une profondeur qui varie de 0,5 & 1m (Figure 10).
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(A) (B)

Figure 10. Engin de péche artisanal "le cope" (A), Récolte artisanal de D. trunculus (B)
(www.marenritaly.it/conociamo/rete/07.gif).

L’échantillonnage a été effectué aléatoirement, Les individus de D.trunculus sont
transférés au laboratoire dans des bacs en plastiques contenant de 1’eau de mer dans les heures
qui suivent leur péche, pour étre élevés au laboratoire. 100 individus dont la taille moyenne est
d’environ 27+1mm, sont placés dans des aquariums d’une capacité de 80 L, remplie de 25L
d’eau de mer et de 15 cm de sable provenant du site d’échantillonnage, muni d’une pompe a air
(Nirox X5). D. trunculus a été nourri chaque jour avec un mélange alimentaire commercial
(Marine Invertebrate Diet. Carolina Ltd., NC et USA) (Figure 11). Lors de la période de
reproduction, les femelles ont été sélectionnées pour I’élevage, les organismes ont été
acclimatés pendant 48h (Belabed & soltani, 2013). Les paramétres physico-chimiques de 1’eau
de mer ont été relevés a I’aide d’un multiparametre (Multi 340 i, Germany) (Fig.12), la
température, le pH, la salinité et I’oxygéne dissous ont été considérés. Le tableau ci-dessous
récapitule les moyennes des parameétres physico-chimiques considérés tous au long de la

période d’expérimentation.

Tableau 2 : Parametres physico-chimique de I’eau de I’élevage de D.trunculus

Parameétres physico- Température Salinité pH Oxygene dissous
chimiques (C°) (9/L) (mg/L)
Repos Exposition  17.50 + 0.49 33.50+0.87 8.09+0.037  7.91+0.37 mg/L

Dépuration ~ 17.80 £0.35 3441+£0.69 8.15+0.020 7.50+ 0.63 mg/L
Reproduction  Exposition  16.32 £ 0.56 32.98+£0.69 8.20 +0.036 7.80+0.23 mg/L
Deépuration  16.69 + 0.69 33.00 £0.71  7.94 +0.025 8.02+0.57 mg/L
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Figure 12. Photo d’un multi-paramétre (Multi 340i) (www.google.fr/image).

2.4. Présentation et traitement au cadmium

2.4.1. Présentation du cadmium

Le cadmium fut découvert en 1817, c’est un élément métallique malléable, inodore
et d’aspect blanc bleuatre, non essentiel a I’organisme (Mensi et al., 2008), naturellement
présent dans 1’environnement sous forme de trace (Fassett, 1974 ; Alderdice et al., 1979). Le
Cd est relativement rare, il se répartit de fagon uniforme dans la croute terrestre, il a une grande
résistance a 1’oxydation et une bonne conductibilité électrique (Juste et al., 1995), avec une
masse molaire =112,4g/mol (Adriano, 1986) et de numéro atomique 48 . C’est un polluant
ubiquitaire classé 7eme parmi les 20 principaux toxiques, en raison de son influence négative
sur les systemes enzymatiques cellulaires (Sanitaditoppi & Gabbrielli, 1999), ayant des
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propriétés physiques proches de celles du Zn et du calcium lui permettent de traverser les
barriéres biologiques et de s’accumuler dans les tissus (Sarkar, 2002). Le cadmium est
principalement utilisé pour la métallisation des surfaces, dans la fabrication des accumulateurs
électriques, des pigments, des stabilisants pour les matiéres plastiques et des alliages (Hamza-
Chaffai, 1993). En zone cétiere, lors du mélange des eaux douces avec I'eau de mer, le cadmium

forme des complexes tres stables avec les chlorures (ATSDR, 2012).
2.4.2. Exposition au cadmium et prélévement des tissus

Le cadmium a été utilisé sous forme de chlorure de cadmium (CdClI2, sigma, USA),
et additionné a deux concentrations sublétales précédemment déterminées par Merad et
Soltani (2015). Les concentrations utilisées sont les suivantes : en période de repos : CL1o (2,03
mg/L), CL2s (3,85 mg/L). En période d’activité sexuelle : CL10 (0,94 mg/L), CL2s (1,60 mg/L).
Apres exposition au cadmium, nous avons procédé au prélevement de ’hémolymphe et de la

gonade de D.trunculus.
2.4.2.1. Prélevement de I’hémolymphe

L’hémolymphe est prélevée au niveau du muscle adducteur postérieur, a 1’aide
d’une aiguille stérile hypodermique montée sur une seringue en plastique de 100 pl (Fig. 13).
L'hémolymphe est conservée dans une solution de 1ml de TRIS-HCL-Nacl, la quantité

d’hémolymphe prélevée par individu est de 10 pl.

Figure 13. Prélévement de I’hémolymphe (A), du muscle adducteur (B) (Gx4) chez Donax
trunculus (Photo personnelle).
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2.4.2.2. Prélevement des gonades

Avant de commencer la dissection toutes les mesures ont été prise afin d’éliminer
tous risque de contamination, La dissection et le prélevement des tissus ont été effectués sur
des individus vivants ayant une taille moyenne de 27 + 1 mm (correspondant a la classe de taille
la plus fréquente et la plus abondante tout au long de ’année). Puisque la gonade est diffuse
dans la masse viscérale, caractéristique des pélécypodes, il est impossible qu’elle soit dissociée
en masse individualisée. La méthode de prélevement a été décrite par Enriquez-Diaz (2004) et
Royer et al.,, (2008), un fragment de tissu est prélevé de fagcon perpendiculaire a 1’axe
longitudinal de la masse viscérale (I’axe antéro-postérieur) a 1’aide d’un scalpel. La coupe est
localisée au milieu de la gonade. Nous avons ensuite procédé a la pesée des tissus grace a une
balance a précision et nous les avons placés dans tubes Eppendorfs avec la solution de
conservation adéquate (Vitellogénine et vitelline) avant de les stokers a -20C pour les différents

dosages biochimiques prévues (Figure 14).

Figure 14. Prélevement et pesé des tissus (Gx4) de D.trunculus (Photo personnelle).

2.5. Analyse des biomarqueurs

2.5.1. Extraction des vitellogénines et vitellines

L’extraction des vitellogénines et vitellines est réalisée selon la méthode de
Descamps, 1996 in Fabre et al., 1990. Il en résulte 3 couches distinctes, une couche de
surnageant qui représente les lipides, un culot contenant des glycoprotéines et une couche
intermédiaire renfermant les vitellogénines et les vitellines (Fig. 15). Les échantillons sont
extraits dans une solution mere de Tris-Hcl, consistent a diluer 3,02 g de tris (0,5 M) dans 300
ml d’eau distillée, puis ajuster cette solution a un pH de 7,4 avec de I’Hcl concentré et la
compléter a 500 ml d’eau distillée. Pour réaliser le tampon complet : diluer 2,9 g de Nacl (0,5M)

dans 10 ml de la solution mére de tris-Hcl compléter a 100 ml d’eau distillé.
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10 pl d’hémolymphe dans 1ml de
— tampon Tris-Hcl-NaCl a pH=7.4

—— — — S

\
Homogénéisation a I’Ultrasons 2x30
sec
Centrifugation a I’homogénat
5000tr/pendant 10mn
>

Surnageant (Lipides)

Culot (Glycoproteines)

'

Couche intermédiaire contenant les
protéines avec notamment les
vitellogénines et vitellines

<«—— Dosage des protéines selon la
méthode de Bradford, (1976).

Figure 15. Extraction des vitellogénines et vitellines (adaptée aux centipedes par Descamps,

1996 a partir de Fabre et al., 1990).
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2.5.2. Dosage des vitellogénines et vitellines

Le dosage des vitellines et vitellogénines s’effectue avec un réactif de bleu brillant
de coomassie (BBC). La solution de BBC se prépare comme suit : dissoudre 50 mg de BBC
dans 25 ml d’éthanol 95°. Aprés une agitation de 2 heures, on ajoute 50 ml d’acide
orthophosphorique a 85% et on compléte & 500 ml avec de ’eau distillée. Le dosage est réalisé
comme suit: Prendre 100 pl de la couche intermédiaire obtenue apres centrifugation, y
additionner 4 ml de BBC, bien agiter puis passer a la lecture des densités optiques au
spectrophotometre a une longueur d’onde de 595 nm contre un blanc de gamme. Les résultats
sont exprimés en png/mg d’ovaire pour la vitelline et en pl/ml pour ’hémolymphe. La gamme
d’étalonnage est réalisée a partir d’une solution d’albumine de sérum de beeuf (BSA) titrant 1

mg/ ml (Tableau 2).

Tableau 3 : Dosage des vitellogénines et vitellines : réalisation de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Quantité de BSA (pl) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

0.6
y =0,0053x + 0,0275 R2?=0,9951

0.5

0.4

0.3

Absorbance

0.2

0.1

0 20 40 60 80 100 120
Quantité d'albumine (pg)

Figure 16. Dosage des protéines : droite de régression exprimant I’absorbance en fonction de
la quantité d’albumine (ng) (R2 coefficient de détermination).

Page | 22



Matériel et méthodes

2.6. Etude électrophorétique
2.6.1. Extraction et dosage des vitellogénines et vitellines

L’extraction et le dosage des vitellogénines et vitellines ont été réalisés afin de
connaitre la quantité de protéines a mettre dans le dép6t. 200 ul de vitellogénines et vitellines
ont été additionnés a 300 ul d’eau distillée et 2 pul phénylméthylsilfonyfluoride (PMSF) ont été
ajouté. Le PMSF est utilis¢ a raison de 45 mg/1ml d’éthanol. Les échantillons sont ensuite
stockés au congélateur a -20°C jusqu’au jour du dosage. L’extraction est effectuée a 4°C sous
agitation pendant 24 heures. L’homogénat est centrifugé a 5000 tours/ min pendant 15 minutes.
Le surnageant est alors récupéré et une fraction aliquote (10ul) est destinée a la quantification
des protéines et ’autre fraction est lyophilisée et servira a I’étude électrophorétique. Les extraits

secs sont repris dans un tampon d’échantillon.

2.6.2. Séparation électrophorétique

La séparation électrophorétique des vitellogénines et vitellines est realisée selon
la technique de Laemmli, (1970). 11 s’agit d’une électrophorése verticale sur gel de
polyAcrylamide PAGE (PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) a 30 % qui joue le rdéle d’un
tamis moléculaire additionné au SDS a 10% (sodium dodecyl sulfate). Le SDS est un détergent
anionique qui dénature les protéines et leur donne une charge négative ce qui donne une densité
de charge équivalente par unité de longueur de polypeptide. Par conséquent, les protéines vont
migrer dans le gel et la distance parcourue sera en corrélation avec leur poids moléculaire
(Kaufman, 1998).

2.6.3. Montage de I’appareil

L’appareil est composé d’une mini cuve de 7 x 8 cm avec deux faces identiques
comportant deux plaques d’alumine, deux plaques de verre, deux espaceurs d’une épaisseur de
1,5 mm, 4 pinces, 2 peignes, un chapeau avec électrodes et une cuve a tampon de migration.
Avant de couler le gel, on met de I’agarose a 2% préalablement chauffée au bain marie sur une
plaque de verre afin de boucher le vide entre la plaque d’alumine et la plaque de verre. Les gels
sont préparés extemporanément. On coule d’abord le gel de séparation ou running gel (12,5%)
(Tableau 4) entre la plaque d’alumine et la plaque de verre et on laisse polymériser pendant 30
mn. On prépare ensuite le gel de concentration (4,5%) ou stacking gel (Tableau 3), que I’on fait
couler jusqu'aux bords des plagues. On place enfin les peignes qui serviront au moulage des dix

chambres de dépot, puis on laisse polymériser pendant 30 mn (Figure 17).
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Tableau 4 : Composition des gels (running gel, staking gel).

Produits Stacking gel Running gel

Acrylamide 30%  (ml) 1,5 5,3

Eau distillée (ml) 5,7 6,8
Upper buffer (ml) 1,2 -

SDS 10% (ml) - 0,2
Sucrose 55% (ml) - 2,5
Lower buffer (ml) - 5,0
Ammonium persulfate (ml) 0,3 0,2
TEMED (ml) 0,01 0,025

Figure 17. Montage de I’appareil (Photo personnelle).

2.6.4. Dépot des échantillons et migration

Les échantillons lyophilisés sont dissous dans une solution tampon ou sample buffer
(Tableau 5). La détermination du volume de 1’échantillon a été obtenue a partir du dosage des
échantillons protéiques. Au niveau de chaque chambre de dépot, on introduit 10 a 15 ul
d’échantillon biologique a I’aide d’une microseringue. L’appareil est branché a un générateur
a un voltage de 50 volts pendant 30min ; puis a 100 volts pendant deux heures. Une fois la

migration finie, on procede a la coloration (Fig. 18).
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Figure 18. Dép6t des échantillons (Photo personnelle).

Tableau 5 : Composition de sample buffer (Tampon d’échantillons).

Produits Sample buffer
Upper gel buffer (ml) 6,25
Mercaptoethanol (ml) 2,50
SDS 10 % (ml) 7,14
Bleu de bromophénol a 0,05 % (ml) 5,00
Glycérol (ml) 5,00
EDTA (ml) 18,60

Tableau 6 : Composition du tampon de migration (running buffer

Produits Running buffer
Trisbas (g) 6,00
Glycine (g) 28,80
SDS Q) 1,00
H20 (ml) (9.s.p) 1000

g.s.p. Quantité suffisante pour
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2.6.5. Coloration

A la fin de la migration, les gels sont placés dans la solution de coloration pendant
24 heures sous agitation. Elle permet la révélation des bandes protéiques. Les gels subissent
ensuite 2 a 3 bains successifs d’acide acétique a 10% afin d’éliminer 1’excés de colorant. Un
dernier bain est effectué dans une solution de ringcage pour obtenir une meilleure visualisation

des bandes protéiques (Tableau 7).

Tableau 7 : Composition de la solution de coloration.

Produits Quantité
Propanol 2 (ml) 250
Acide acétique 10% (ml) 100
Bleu de coomassie R250  (mg) 250
H20 (ml) (g.s.p) 1000

g.s.p. Quantité suffisante pour

2.6.6. Décoloration
La décoloration du fond du gel est effectuée avec deux bains d’acide acétique a
10% (1heure chacun). La procédure prend fin lorsque I’acide devient clair. Le gel est alors fixé

pendant 15 min dans la solution de ringage.

2.7. Etude histologique

2.7.1. Technique histologique
Le protocole histologique est réalisé selon Martoja & Martoja (1967).

2.7.1.1. Fixation : Le fragment de la gonade est placé dans une cassette d’histologie, et conservé
dans un fixateur d’histologie le liquide de Bouin alcoolique durant 48 heures. La solution de
Bouin alcoolique se prépare comme suit : 26 ml Formol+7 ml Acide acétique +45 ml Solution

a 1% d’acide picrique dans 'alcool 95%+75 ml Eau distillée.
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2.7.1.2. Pré inclusion : Les échantillons ont ensuite été déshydratés dans deux bains successifs
d’éthanol 95% et de trois bains de butanol, pour finalement étre imprégné dans la paraffine,

quatre bains de 24h ont été effectués.

2.7.1.3. Inclusion : Les tissus imprégnés de paraffine doivent ensuite étre inclus dans un bloc
de paraffine, que I’on moulera autour des tissus sur le banc d’inclusion. Le socle du moule est
constitué par la cassette d’histologie annotée afin de conserver la référence de 1’individu. Une

fois solidifié, le bloc de paraffine est prét pour la microtomie.

2.7.1.4. Réalisation des coupes : Les blocs de paraffine contenant les tissus sont coupés a I’aide
d’un microtome. Ils sont d’abord dégrossis jusqu’a ce que la coupe passe par la totalité de la
section de masse viscérale, puis coupés a 3 um d’épaisseur, les coupes sont déposées sur une
lame de microscope. Les coupes sont ensuite €talées a 1’aide d’ une plaque chauffante a 30°C et

séchées a I’étuve de 60°C pendant 1 heure pour réaliser 1’étape de déparaftinage.

2.7.1.5. Coloration : Afin d’obtenir une coloration contrastée des tissus reproducteurs, on
utilise une coloration hématoxyline-éosine Martel (2005). Les tissus sont inclus dans des bains
successifs de xyléne, puis hydratés dans 1’alcool avant d’étre plongés dans les colorants, et

rincés par des bains d’alcool, puis xyléne (Tableau 8).

Tableau 8 : Principales étapes de coloration par hématoxyline-éosine selon Martel (2005).

Etapes de coloration (Hematoxyline et €osine)

Xyléne 5 minutes
Xyléne 5 minutes
Ethanol 100° 5 minutes
Ethanol 100° 5 minutes
Ethanol 100° 5 minutes
Colorer avec I’hématéine de Harris 15 minutes
Laver les coupes a I’eau du robinet 3 minutes
Bleuir dans I’eau ammoniacale 2 secondes
Colorer dans une solution d’éosine 15 minutes
Ethanol 100° 5 minutes
Ethanol 100° 5 minutes
Acétone/xylene (v/v) 5 minutes
Xylene 5 minutes
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2.7.2. Morphometrie des follicules ovariens et des ovocytes

Les mensurations des différents parametres (longueur, largeur) des follicules
ovariens et des ovocytes sont déterminées a I’aide d’un logiciel Lasez adhéré au microscope
photonique (Leica Microsystems Framework ; version 2, copyright 2010) préalablement
étalonné. Le volume aussi bien des follicules ovariens que des ovocytes sont calculés selon la

formule de Lambréas et al. (1991) :
V=4 /3(L/2) (1/2)?

Le volume est (v) exprimé en mm3, tandis que la longueur et largeur sont exprimées en pum. Le
calcul du nombre des ovocytes par follicule est déterminé visuellement par le logiciel Lasez
adhéré au microscope photonique (Leica DM 500).

2.8. Analyse statistique

Les résultats obtenus ont eté exprimés par la moyenne plus au moins le standard de
déviation (mz SD). L’analyse statistique a été réalisée grace au logiciel MINITAB Version 19
(Statistical Software, PA State College, USA). Le niveau de signification est p< 0,05. La
répartition des mesures biologiques répond a la loi normale et la démonstration statistique des

effets recherchés est réalisée a 1’aide de tests paramétriques

Différents tests statistiques ont été realisés :

- L’homogénéité des variances est confirmée préalablement par les tests de Bartlett et de
Brown-Forsythe. Dans le cas de non égalité des variances, une normalisation des
données est alors effectuée (Dagnelie, 1998).

- La régression linéaire pour la détermination des différentes droites de régression
(gammes d’étalonnage).

- Lacomparaison de multiples moyennes entre les séries témoins et traitées a été effectuée
par ’analyse de la variance (ANOV A) a un critére de classification (concentration) suivi
du test de HDS (Honest Significative Difference) de Tukey afin de classer les
concentrations.

- La comparaison de multiples moyennes chez les séries témoins et chez les séries les
traitées a été réalisée par ’analyse de la variance (ANOVA) a un critére de classification

(temps) suivi du test de HDS de Tukey afin de classer les temps
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- La comparaison des effets concentrations, temps a été effectuée par 1’analyse de la
variance (ANOVA) a deux criteres de classification (concentration, temps)

- Person corrélation a été également effectue.
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«Un scientifique ne peut et ne doit jamais répondre qu'en fonction d'un savoir donné, mais
des éléments dont il dispose, en traduisant sa réponse en termes de probabilités»

Jean-Pierre Petit
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Résultats

3. RESULTAS
3.1. Etude biochimique

3.1.1. Dosage biochimique des vitellogénines et vitellines

3.1.1.1. Effets du cadmium sur les taux de vitellogénines en période d’activité
sexuelle

Les résultats relatifs aux effets du cadmium sur les taux de Vtg durant la phase

d’exposition et de dépuration sont représentés dans la figure 19.

En phase d’exposition, les données obtenus par comparaison de multiples
moyennes (AV1) entre les séries témoins et traitées, ont montré une augmentation hautement
significative des taux de Vtg (P=0,000) chez les individus traités avec la CLio et ClLos
comparativement aux témoins au cours des quatre temps d’exposition ; avec un effet plus
marqué a 96 h d’exposition (Fig. 19 ; Tab. 9). Le test HSD de Tukey a indiqué trois groupes
de classes par ordre décroissant, le premier groupe renferme les individus traités avec la CLs,
le deuxieme groupe renferme les individus traités avec la CLio. Enfin le troisieme le groupe

renferme les témoins (Tab. 10).

L’analyse de la variance a deux critéres de classification (temps, concentration)
confirme les résultats obtenus, et a révélé un effet temps (Fa4,60 = 5698 ; P=0,000 ) et un effet
concentration ( F260= 2154 ; P=0,000 ) hautement significatifs et une interaction concentration/
temps hautement significative ( Fseo= 17536 ; P=0,000) (Tab. 11).

Concernant la phase de dépuration, les données statistiques révelent un effet
temps hautement significatif (P=0,000) chez les traités avec la CL1o et CLos (Tab. 12). Le test
HSD de Tukey montre trois groupes de classes par ordre décroissant, le premier groupe
renferme les individus de Oj de dépuration, le deuxieme groupe renferme les individus de 48h
de dépuration, le troisieme groupe 3 renferme les individus de 96h de dépuration chez les traités

avec la CLio et CLas (Tab. 13) suggérant un potentiel de récupération.

L’ANOVA 2 révele également un effet temps (F236= 2596 ; P=0,000) et un effet
concentration (F23= 3085 ; P=0,000) hautement significatifs et une interaction

concentration/temps hautement significative (Fs3=895,3 ; P=0,000) (Tab. 14).
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Figure 19. Effet du cadmium sur les taux de vitellogénines (ul/ml d’hémolymphe) chez D.
trunculus en période d’activité sexuelle, et durant la phase d’exposition et de dépuration
(Moyennex SD, n= 5). Les différentes significatives entre les multiples moyennes sont
représentées par des lettres différentes.

Tableau 9 : Analyse de la variance a un critéere de classification (concentration) des
taux de vitellogénines (ul/ml d’hémolymphe) chez D. trunculus (m + SD, n=5) en phase
d’exposition.

Temps Source de DDL SC CM F obs P
variation
concentration 2 214932 |1074,66

24h Errenr 2 aas | oge | TR 0,000m
Totale 14 2149,32
concentration 2 4241,85 |2120,93

48 = rrour 2 108 | oar | TeTEME| 00007
Totale 14 425272
concentration 2 699765 |3498,82

72h = rrour 2 em1 | ona | T0THS4%| 00007
Totale 14 | 7004,15
concentration 2 11819,9 |5909,97

96h = rrour 2 qae | 11e | OTSOMT| 00007
Totale 14 | 118336
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Tableau 10 : Classement des concentrations des taux de vitellogénines par le test HSD de
Tukey en phase d’exposition.

Temps Concentration Valeurs moyennes Groupes

CLss A

24h 60,278
CLuo 50,460 B
Témoins 31.442 C
ClLss A

48h 70,968
Clao 63,058 B
Témoins 32.004 C
Clzs 80,730 A
72h CLuo 72,288 B
Témoins 31,278 C
ClLzs 95,814 A
96h CLio 85,558 B
Témoins 31,804 C

Tableau 11 : Analyse de la variance a 2 criteres de classification (temps, concentration) des
taux de vitellogénines (ul/ml d’hémolymphe) chez D. trunculus en période d’activité sexuelle,
et durant la phase d’exposition.

Phase d’exposition
Source de variation
DDL| SCE SC Fobs P
Temps 4 20746 | 10186 F (4,60=5698 P=0,000***
Concentration 2 38856 | 39428 | F (260=2154 | P=0,000***
Interaction
temps/concentration 8 14048 | 3006 | F (g60=17536 | P=0,000***
Erreur résiduelle 60 43,02 1,25
Total 74

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; P : niveau de
signification.
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Tableau 12 : Analyse de la variance a un critéere de classification (temps) des taux de
vitellogénines (ul/ml d’hémolymphe) chez les Témoins, CL1o, CL2s de Donax trunculus (m +
SD, n=5) en phase de dépuration.

Concentrations|  Source de DDL SC CM F obs P
variation
Temps 2 1,567 0,7835
Témoins Erreur 12 6,040 0,5033 Fa36=1.56 | 0,251 NS

Totale 14 7,607
Temps 2 2567,52 | 1283,76 | F36=2955,20

Clao Erreur 12 5,21 0,43 0,000***
Totale 14 2572,73
Temps 2 3132,69 | 1566,34 | F236=3929,91

Clas Erreur 12 4,78 0,40 0,000%**
Totale 14 3137,47

Tableau 13 : Classement des temps (heures) des taux de vitellogénines par le HSD test de
Tukey en phase de dépuration.

Concentrations Temps Valeurs moyennes Groupes
0 31,80 A
Témoins 48h 31,59 A
96h 31,33 A
0 85,55 A
CLiwo 48h 60,69 B
96h 55,61 C
0 95,81 A
ClLas 48h 80,40 B
96h 60,51 C

Tableau 14 : Analyse de la variance a 2 criteres de classification (temps, concentration) des
taux de vitellogénines (ul/ml d’hémolymphe) chez D. trunculus en période d’activité sexuelle,
et durant la phase de dépuration.

Phase de dépuration

Source de variation DDL| SCE SC Fobs P
Temps 2 3648 1863 F(2,36=2596 P=0,001 ***
Concentration 2 2456 1456 F2,35=3085 P=0,001 ***
Interaction
temps/concentration 4 1856 458 F4,36=895,3 P=0,001 ***
Erreur résiduelle 36 16,18 | 0,5389
Total 44

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; P : niveau de

signification.
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3.1.1.2. Effets du cadmium sur les taux de vitellogénines en période de repos
sexuel

Les données obtenues concernant les effets du cadmium sur les taux de Vtg durant

la phase d’exposition et de dépuration sont exprimées dans la figure 20.

Au cours de la phase d’exposition, et on comparaison avec les témoins, les taux
de Vtg ont augmentés significativement (P=0,000) chez les individus traités avec la CL1o et
CLa2s au cours des quatre temps d’exposition ; ’augmentation est plus marquée chez les traités
avec la CLyo et CLos a 96h d’exposition (Fig. 20 ; Tab. 15). Le test HSD de Tukey a démontré
I’existence de trois groupes de classes par ordre décroissant, le premier groupe renferme les
individus traités avec la CLzs, le deuxiéme groupe renferme les individus traités avec la CLio.

Enfin le troisieme groupe renferme les témoins (Tab. 16).

L’analyse de la variance a deux critéres de classification (temps, concentration) a
révélé un effet temps (Fa,60 = 9698 ; P=0,000 ) et un effet concentration ( F2,60 = 3154 ; P=0,000
) hautement significatifs et une interaction concentration/ temps hautement significative ( Fs o
= 37536 ; P=0,000) (Tab. 17).

On constate durant la phase de dépuration, un effet temps hautement significatif
(P=0,000) chez les traités avec la CL1o et CLs (Tab. 18). Le test HSD de Tukey désigne trois
groupes de classes chez les traités avec la CL1o et CLos par ordre décroissant, le premier groupe
contient les individus de Oj de dépuration, le deuxieme groupe renferme les individus de 48h de
dépuration. Enfin le troisieme groupe renferme les individus de 96h de dépuration (Tab. 19)

évoquant un retour rapide a I’état initial des taux de Vtg.

L’ Analyse de la variance a 2 criteres de classification montre également un effet
temps (F236= 3718 ; P=0,000) et un effet concentration (F23s= 3278 ; P=0,000) hautement
significatifs et une interaction concentration/temps hautement significative (Fs3=910,2 ;
P=0,000) (Tab. 20).
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Figure 20. Effet du cadmium sur les taux de vitellogénines (ul/ml d’hémolymphe) chez D.
trunculus en période de repos sexuel, et durant la phase d’exposition et de dépuration
(Moyennex SD, n= 5). Les différentes significatives entre les multiples moyennes sont
représentées par des lettres différentes.

Tableau 15: Analyse de la variance a un critere de classification (concentration) des
taux de vitellogénines (ul/ml d’hémolymphe) chez Donax trunculus (m + SD, n=5) en phase

d’exposition.

Temps Source de DDL SC CM F obs P
variation
Concentration 2 709,98 351,99
24h Erreur 12 8,75 0,730 | Feen= 482,29 | 0,000***
Totale 14 712,73
Concentration 2 883,94 441,96
48 h Erreur 12 14,10 1,175 | Feen=376,14 | 0,000%**
Totale 14 898,04
Concentration 2 1183,13 | 591,56
72h Erreur 12 11,28 0,94 | Fee=629,10 | 0,000%**
Totale 14 1194,41
Concentration 2 1595,90 | 797,94
96h Erreur 12 6,49 0,541 | Feeso=1474,95| 0,000***
Totale 14 1602,39
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Tableau 16 : Classement des concentrations des taux de vitellogénines par le test HSD de
Tukey en phase d’exposition.

Temps Concentration Valeurs moyennes Groupes

ClLos 38,52 A

24h CL1o 31,93 B
Témoins 21,86 C

ClL2s 39,74 A

48h CLio 32,70 B
Témoins 21,12 C

CLys 43,08 A

72h CLio 34,52 B
Témoins 21,48 C

ClLxs 46,720 A

96h CLuo 36,140 B
Témoins 21,560 C

Tableau 17 : Analyse de la variance a 2 critéres de classification (temps, concentration) des
taux de vitellogénines (ul/ml d’hémolymphe) chez D. trunculus en période de repos sexuel, et
durant la phase d’exposition.

Phase d’exposition

Source de variation DDL SCE SC E obs P
Temps 4 1588 597,1 | Fe0=686,1| 0,000%**
Concentration 2 3688 2694 F260=3500 | 0,000***
Interaction
temps/concentration 8 1056,1 219,5 Fe60=276,4 | 0,000%**
Erreur résiduelle 60
Total 74 6332.1

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; P : niveau de signification.
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Tableau 18 : Analyse de la variance a un critéere de classification (temps) des taux de
vitellogenines (ul/ml d’hémolymphe) chez les Témoins, CL1o, CL2s de Donax trunculus (m +
SD, n=5) en phase de dépuration.

Concentrations Source de DDL SC CM F obs P

variation
Temps 2 4,00 2,00

Témoins Erreur 12 263 021 | Fe»=66.31 | 0,004NS
Totale 14 6,63
Temps 2 637,02 | 318,513

CLo Erreur 12 5,92 0.49 F.35)=644,92 | 0,000***
Totale 14 642,95
Temps 2 918,63 459,31

Clos Erreur 12 6,77 0,56 | Fe»=81320 | 0,000%*
Totale 14 925,41

Tableau 19 : Classement des temps (heures) des taux de vitellogénines par le test HSD de
Tukey en phase de dépuration.

Concentration Temps Valeurs moyennes Groupes
0 21,56 A
Témoins 48h 21,16 A
96h 20,32 A
0 36,14 A
CLio 48h 23,24 B
96h 21,54 C
0 46,72 A
CLys 48h 33,74 B
96h 28,01 C

Tableau 20 : Analyse de la variance a 2 criteres de classification (temps, concentration) des
taux de vitellogénines (ul/ml d’hémolymphe) chez D. trunculus en période de repos sexuel, et
durant la phase de dépuration.

Phase de dépuration
Source de variation DDL SCE SC Fobs P
Temps 2 1059 529,4 F,36=1135 P=0,000***
Concentration 2 1755 8774 F(2,35=1882 P=0,000***
Interaction
temps/concentration 4 492,2 1231 F36=263,9 | P=0,000***
Erreur résiduelle
36 16,79 0,466
Total 44 3322.99

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; P : niveau de signification.
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3.1.1.3. Effet du cadmium sur les taux de vitellines en période d’activité sexuelle

Durant la phase d’exposition, les résultats montrent une augmentation hautement
significative des taux de Vn (P=0,000) chez les traités CLio et CL2s par rapport aux témoins
pendant les quatre temps d’exposition, avec un impact plus marqué a 96 h d’exposition chez les
traités avec la CLio et CLys (Fig. 21 ; Tab. 21). Trois groupes de classes par ordre décroissant
ont été démontré par le test HSD de Tukey, le premier groupe renferme les individus traités
avec la CLzs, le deuxieme groupe renferme les individus traités avec la CL1o. Enfin le troisieme

groupe renferme les témoins (Tab. 22).

L’AV2 révele un effet temps (Fa60 = 9698 ; P=0,000) et un effet concentration (F2,60
= 3154 ; P=0,000) hautement significatifs, et une interaction concentration/ temps hautement
significative ( Fggo= 37536 ; P=0,000) (Tab. 23).

Concernant les taux de vitellines pendant la phase de dépuration, les analyses
statistiques révelent un effet temps hautement significatif (P=0,000) chez les traités avec la CL1o
et ClLys (Fig. 21 ; Tab. 24). On note chez les traités avec la CLio et CLos, trois groupes de
classes par ordre décroissant réveélé par le test HSD de Tukey, le premier groupe englobe les
individus de 0j de depuration, le deuxieme groupe represente les individus de 48h de

restauration, le troisieme groupe renferme les individus aprés 96h de dépuration (Tab. 25).

A la fin de la phase de dépuration, les valeurs des VVn chez les traités sont presque

comparables a celles des témoins révélant une capacité de restauration a un état normal.

L’AV2 montre un effet temps (F2,3s= 3718 ; P=0,000) et un effet concentration
(F236= 3278 ; P=0,000) hautement significatifs et une interaction concentration/temps
hautement significative (F436=910,2 ; P=0,000) (Tab. 26).
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Figure 21. Effet du cadmium sur les taux de vitellines (ug/mg de tissus) chez D. trunculus en
période d’activité sexuelle, et durant la phase d’exposition et de dépuration (Moyenne+ SD, n=
5). Les différentes significatives entre les multiples moyennes sont représentées par des lettres

différentes.

Tableau 21 : Analyse de la variance a un critere de classification (concentration) des
taux de vitellines (ug/mg de tissus) chez Donax trunculus (m + SD, n=5) en phase d’exposition.

Temps Source de DDL SC CM F obs P
variation
Concentration 2 565,81 282,90
24h Erreur 12 11,63 0,96 | Fwe0=291,88 | 0,000***
Totale 14 577,44
Concentration 2 1794,26 | 897,132
48 h Erreur 12 6,00 0,500 | Fes0=1793,76 | 0,000***
Totale 14 1800,27
Concentration 2 3473,97 |1736,99
72h Erreur 12 6,51 0,54 | Fuen=3200,54| 0,000***
Totale 14 3480,49
Concentration 2 5284,19 | 2642,10
96h Erreur 12 9,72 0,81 | Fuen=3261,111 0,000***
Totale 14 5293,92
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Tableau 22 : Classement des concentrations des taux de vitellines par le test HSD de Tukey en

phase d’exposition.

Temps Concentration Valeurs moyennes Groupes

ClLxs 31,420 A

24h CLuwo 27,032 B
Témoins 16,764 C

ClL2s 41,500 A

48h CLio 35,920 B
Témoins 16,018 C

CLos 51,160 A

72h CLuo 42,574 B
Témoins 15,452 C

ClLxs 59,640 A

96h CLiwo 54,628 B
Témoins 17,556 C

Tableau 23 : Analyse de la variance a 2 criteres de classification (temps, concentration) des
taux de vitellines (ug/mg de tissus) chez D. trunculus en période d’activité sexuelle, et durant

la phase d’exposition.

Source de variation Phase d’exposition

DDL| SCE SC Fobs P
Temps

2 7786 3893 | F(2,60=5668 P=0,001***
Concentration

4 6062 1515 | F4,60=2206 P=0,001***
Interaction
temps/concentration 8 3328 416 | Fe0=605,8 P=0,001***
Erreur residuelle 60 41,21 0,68
Total 74 |17217.21

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; P : niveau de signification.
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Tableau 24 : Analyse de la variance a un critere de classification (temps) des taux de vitellines
(nl/ml d’hémolymphe) chez les Témoins, CL1o, CL2s de Donax trunculus (m + SD, n=5) en

phase de dépuration.

Concentrations|  Source de DDL SC CM F obs P

variation
Temps 2 0,2470 0,1235

Témoins Erreur 12 2,5520 | 0,2127 Fe2n=0,58 | 0,574NS
Totale 14 2,7990
Temps 2 2140,14 | 1070,07

CLuo Erreur 12 3,09 0,26 | Feen=416084 | 0,000%**
Totale 14 2143,23
Temps 2 3806,76 | 1903,38

Clas Erreur 12 5,48 046 | Fex=416932| 0,000%**
Totale 14 3812,24

Tableau 25 : Classement des temps (heures) des taux de vitellines par le test HSD de Tukey

en phase de dépuration.

Concentration Temps Valeurs moyennes Groupes
0 17,5960 A
Témoins 48h 17,556 A
96h 17,306 A
oL 0 54,410 A
10 48h 40,394 B
96h 25,1600 C
L 0 59,640 A
2 48h 34164 B
96h 21,304 C

Tableau 26 : Analyse de la variance a 2 critéres de classification (temps, concentration) des
taux de vitellines (ug/mg de tissus) chez D. trunculus en période d’activité sexuelle, et durant

la phase de dépuration.

Source de variation Phase de dépuration

DDL SCE SC Fobs P
Temps 2 191,4 95,71 F2.36=1256 P=0,001***
Concentration 2 839 4195 F(2,36=2564 P=0,001***
Interaction
temps/concentration 4 312,1 78,04 Fa36=3151 | P=0,001***
Erreur résiduelle 27 75,80 2,809
Total 35 | 14183

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; P : niveau de signification.
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3.1.2. Etude électrophorétique
3.1.2.1. Etude électrophorétique des vitellogénines en période d’activité sexuelle

Apres vérification que la separation électrophorétique des Vtg chez les témoins n’a
pas subie des variations au cours du temps. La figure 22 et le tableau 27 représentent I’effet
du cadmium sur la qualité des vitellogénines en période d’activité sexuelle, et durant la phase
d’exposition et de dépuration. La courbe de référence exprimant le logarithme décimal du poids
moléculaire (PM) des protéines standards en fonction du rapport frontal est illustré dans la
figure 23.

En phase d’exposition, la séparation électrophorétique des Vtg révéle une
augmentation des bandes protéiques chez les traités CL1o et CLos par rapport aux témoins, et a

mis en évidence :

-Chez les témoins : présence de 7 fractions protéiques dont le poids moléculaire varie entre
8,44 a 250 kDa (Fig. 22 ; Tab. 27).

-Chez les individus traités avec la CL10-48h : 9 fractions protéiques dont le poids moléculaire
varie entre 8,4 a 250 kDa, avec 1’absence des poids moléculaires suivants : 68,4 kDa, et
I’apparition de nouveaux poids moléculaires suivants : 195,6 kDa, 25 kDa, et 17 kDa (Fig. 22
; Tab. 27).

-Chez les individus traités avec la CL2s-48h : 13 fractions protéiques dont le poids moléculaire

varie entre 5,62 a 250 kDa avec 1’apparition de nouvelles bandes avec les poids moléculaires

suivants : 195,6 kDa, 62,8 kDa, 25 kDa, 17 kDa, 15 kDa, et10 kDa (Fig. 22 ; Tab. 27).

-Chez les individus traités avec CL10-96h, nous avons observeés 11 fractions protéiques dont le
poids moléculaire varie de 5,6 a 250 kDa, avec 1’apparition de nouvelles bandes dont les poids

moléculaires sont : 180,5 kDa, 52,5 kDa, 30 kDa, et 17 kDa (Fig. 22 ; Tab. 27).

-Chez les individus traités avec CL25-96h, nous avons observeés 14 fractions protéiques dont le
poids moléculaire varie de 5,66 a 250 kDa, avec I’absence d’une seule bande protéique au poids
moléculaires de 68,4 kDa, ainsi que I’apparition de nouvelles bandes dont les poids
moléculaires sont : 195,6 kDa, 180,5 kDa, 52,5 kDa, 25 kDa, 17 kDa, 15 kDa, et 10 kDa (Fig.
22 ; Tab. 27).
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Concernant la phase de dépuration, le profil électrophorétiqgue démontre une
diminution des bandes protéiques chez les traités CLio et CL2s comparativement aux témoins,

et nous a permis de séparer ;

-Chez les témoins : avant le début du traitement nous avons observé 7 fractions protéiques avec

des poids moléculaires qui varient entre 8,44 a 250 kDa (Fig. 22 ; Tab. 27).

-Chez les individus traités préalablement avec la CL10-48h : nos résultats révelent la présence
de 6 bandes protéiques dont le poids moléculaire varie entre 17 kDa et 250 kDa, avec 1’absence

des poids moléculaires suivants : 250 kDa, 68,4 kDa, et 23,11 kDa (Fig. 23 ; Tab. 27).

-Chez les individus traités préalablement avec la CL2s-48h : nos resultats révelent la présence
de 6 fractions protéiques dont le poids moléculaire varie entre 8,44 KDa et 250 KDa, avec
I’absence des poids moléculaires suivants : 72 kDa, 55 kDa, et 23,11 kDa (Fig. 22 ; Tab. 27).

-Chez les individus traités préalablement avec la CL10-96h : nos données démontrent la
présence de 4 fractions protéiques dont le poids moléeculaire varie entre 9,3 kDa et 240 kDa,
avec I’absence des poids moléculaires suivants : 250 kDa, 68,4 kDa, 23,11 kDa, et 8,44 kDa
(Fig. 22 ; Tab. 27).

-Chez les individus traités avec CL25-96h, nous avons observés 3 fractions protéiques dont le
poids moléculaire varie de 195,6 kDa et 8,4 kDa, avec 1’absence d’une seule bande protéique
dont le poids moléculaire est de 195,6 kDa (Fig. 22 ; Tab. 27).
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v
A
v

Phase d’exposition Phase de dépuration

Figure 22. Séparation électrophorétique des vitellogénines chez D.trunculus en période
d’activité sexuelle. A : Protéines standards ; B : Témoin 0j ; C : CLio (48h) d’exposition ; D :
CLo2s (48h) d’exposition ; E : CLio (96h) d’exposition ; F : CLs (96) d’exposition ; G : CLio
(48h) de dépuration ; H : CL2s (48h) de dépuration; I : CLio (96h) de dépuration; J: CLas
(96h) de dépuration.
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Figure 23. Courbe d'eétalonnage exprimant le rapport frontal (Rf) en fonction du poids
moléculaire des vitellogénines (PM en kDa) en période d’activité sexuelle, et durant la phase
d’exposition et de dépuration.
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Tableau 27 :

Résultats

Poids moléculaire (PM, kDa) des différentes fractions protéiques des

vitellogénines chez D. trunculus en période d’activité sexuelle, et durant la phase d’exposition
et de depuration (0 : fraction manquante ; + : fraction présente).

PM

250 kDa

240,85 kDa

195,6 kDa

180,5 kDa

72 kDa

68,4 kDa

55 kDa

52,5 kDa

30 kDa

25 kDa

23,11 kDa

17 kDa

15,32 kDa

Concentration

Témoins
CLio
CLys

Témoins
CLio
CLys

Témoins
CLio
CLys

Témoins
CLio
CL2s

Témoins
CLio
CLxs

Témoins
CLio
CLys

Témoins
CLio
CLyxs

Témoins
CLio
CLys

Témoins
CLio
CLxs

Témoins
CLio
CLys

Témoins
CLio
CLs

Témoins
CLio
CLys

Témoins
CLio
CLos

Témoins

Durée d’exposition

OO0+ ++00000C0O0CO0O+++++++ ++000++++++++ + O

48h

+ + O+ +++ +OO0OO0OO0OOOO ++++O0++ ++00O+ + + + + + + + +

96h

+ + O+ +++000+O0++O0 +++O0+++ ++++O0O+0+0+ + + + +

Durée de dépuration

O+ +O0+++++++000+0++O0+++O0+++ ++++0+0+0+ ++ + + O

48h

coococooocoo+oo0o+ + +toooo+ocoo0oo0o+++O0o0+0 ++O0Ot+O0C 0O+ + + + + O+

96h

O OO0 00O + OO +OOOO0OO0OO0OOO0ODO0OO ++ + OO0 +0 + +O0O0O0CO0O0OO0O + + + + OO +
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15 kDa CLuo
ClLos

Témoins
10 kDa CLuo
ClLxs

Témoins
8,4 kDa CLuo
CLxs

+ + +oo0o0o0o0
+ + ++00 + 0O
+ + ++00 + 0
+ + + +00 + 0O
+ + + ©O OO O o
oo+ 000 + O

3.1.2.2. Profil électrophorétique des vitellogénines en période de repos sexuel

Durant la phase d’exposition, 1’é¢tude électrophorétique montre une augmentation
des fractions protéiques chez les traités CL1g et CL2s en comparaison avec les témoins (Figure
25 ; Tableau 28), et la droite de régression correspondant a ce profil électrophorétique est

illustrée dans la figure 25 ; les principaux résultats montrent :

-Chez les témoins : la présence de 4 bandes protéiques dont le poids moléculaire varie entre
17,6 a 250 kDa (Fig. 24 ; Tab. 28).

-Chez les individus traités avec la CL10-48h : 5 fractions proteiques dont le poids moléculaire
varie entre 25 a 250 kDa, avec 1’absence des poids moléculaires suivants : 55 kDa, et 17,6 kDa,

10 kDa, et 8,4 kDa et I’apparition de nouvelles bandes protéiques avec des poids moléculaires

de : 135,1 kDa, 67,6 kDa, et 25 kDa (Fig. 24 ; Tab. 28).

-Chez les individus traités avec la CL2s-48h : 6 fractions protéiques dont le poids moléculaire

varie entre 10 a 250 kDa, avec I’absence du poids moléculaire suivant : 17,6 kDa, et I’apparition

de nouveaux poids moléculaires suivants : 135,1 KDa, 25 kDa, et 10 kDa (Fig. 24 ; Tab. 28).

-Chez les individus traités avec CL10-96h, nous avons observeés 5 fractions protéiques dont le
poids moléculaire varie de 10 a 135,1 kDa, avec I’absence des poids moléculaires suivants :
250 kDa, 72 kDa, 55 kDa, et 17,6 kDa ainsi que I’apparition de nouvelles bandes protéiques
dont les poids moléculaires sont les suivants : 135,1 kDa, 67,6 kDa, 25 kDa, 17,6 kDa, et 10
kDa (Fig. 24 ; Tab. 28).

-Chez les individus traités avec CL25-96h, nous avons remarqués 7 fractions proteiques dont le
poids moléculaire varie de 8,20 a 250 kDa, avec 1’absence d’un seul poids moléculaire de 17,6

kDa, 17,6, ainsi que 1’apparition de nouvelles bandes dont les poids moléculaires sont : 135,1

kDa, 70,2 kDa, 25 kDa, et 8,20 kDa (Fig. 24 ; Tab. 28).
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En phase de dépuration, I’analyse électrophorétique des vitellogénines démontre une
diminution des bandes protéiques chez les traités CL1o et CLos par rapport aux témoins, et a mis

en évidence :

- Chez les témoins : la présence de 4 fractions protéiques dont le poids moléculaire varie entre
17,6 a 250 kDa.

-Chez les individus traités avec la CL10-48h : 4 fractions protéiques dont le poids moléculaire

varie entre 25 a 250 kDa, avec 1’absence des poids moléculaires suivants : 72k Da, 55 kDa, et

17,6kDa (Fig. 24 ; Tab. 28).

-Chez les individus traités avec la CL2s-48h : 3 fractions protéiques dont le poids moléculaire
varie entre 55 a 250 kDa, avec 1’absence du poids moléculaire suivant : 17,6 kDa, et la

récupération des poids moléculaires suivants : 250 kDa, 72 kDa, et 55 kDa (Fig. 24 ; Tab. 28).

-Chez les individus traités avec CL10-96h, nous avons constatés 3 fractions protéiques dont le

poids moléculaire varie de 10 a 135,1 kDa, avec I’absence des poids moléculaires suivants :

250 kDa, 72 kDa, 55 kDa, et 17,6 kDa (Fig. 24 ; Tab. 28).

-Chez les individus traités avec CL25-96h, nous avons notés la présence de 2 fractions

protéiques dont le poids moléculaire varie de 17,6 a 70,20 kDa, avec 1’absence des poids

moléculaires suivants : 250 kDa, 72 kDa, et 55 kDa (Fig. 24 ; Tab. 28).
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Phase d’exposition Phase de dépuration

Figure 24. Séparation électrophoreétique des vitellogénines chez D.trunculus en période de
repos sexuel. A : Protéines standards ; B : Témoin 0j ; C : CL1o (48h) d’exposition ; D : CL2s
(48h) d’exposition ; E : CL1o (96h) d’exposition ; F : CL2s (96h) d’exposition ; G : CLio (48h)
de dépuration ; H : CL2s (48h) de dépuration ; I : CL1o (96h) de dépuration ; J : CL2s (96h) de
dépuration.
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Figure 25. Courbe d'étalonnage exprimant le rapport frontal (Rf) en fonction du poids
moléculaire des vitellogénines (PM en kDa) en période de repos sexuel, et durant la phase
d’exposition et de dépuration.
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Tableau 28 : Poids moléculaire (PM, kDa) des différentes fractions protéiques des
vitellogenines chez D. trunculus en période de repos sexuel, et durant la phase d’exposition et
de dépuration (0 : fraction manquante ; + : fraction présente).

Durée d’exposition Durée de dépuration
PM Concentration

48h 96h 48h 96h

Témoins
250 kDa CLuwo
CLxs

Témoins
135,1 kDa CLiwo
CLxs

Témoins
72 kDa CLio
CLxs

Témoins
70,2 kDa CLuwo
CLos

Témoins
67,6 kDa CLuo
CLos

Témoins
55 kDa CLuwo
CLos

Témoins
25 kDa CLio
CLxs

Témoins
17,6 kDa CL1o
CL2s

Témoins
10 kDa CL1o
CLos

Témoins
8,2 kDa CLuwo
CLxs

OO0OO0O0O0O+++000 +++0000CO0CO+ ++000+ + + O
OO0 +000O0+++0+0+0+000O+ + ++ +0O+ + +
+ 000+ 00+ +++O0+0+O0+O0++0+0+ + +0+ 0+
+ 000+ 00+ +++0+0+000++0+0+ ++0+0+ O
O 0000000 +o+o + 0o+t 00O O0 +0+0 +0 + 0 + O +
OO0OO0O0O+0+0+0+000+000+0000+0+00O0 +
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3.1.2.3. Etude électrophorétique des vitellines en période d’activité sexuelle

L’impact du cadmium sur la qualité des Vn en période d’activité sexuelle est
présenté dans la figure 26 et le tableau 29 ; et la courbe d’étalonnage exprimant le logarithme
décimal du poids moléculaire (PM) des protéines standards en fonction du rapport frontal est
exprimée dans la figure 27.

Durant la phase d’exposition, le profil électrophorétique révele une augmentation
dans le nombre de fractions protéiques chez les traités avec CL1o et CL2s comparativement aux

témoins, et a mis en évidence ;

-Chez les témoins : la présence de 6 bandes protéiques dont le poids moléculaire varie entre 5
a 250 kDa (Fig. 26 ; Tab. 29).

-Chez les individus traités avec la CL10-48h : 8 fractions protéiques dont le poids moléculaire
varie entre 5,1 a 250 kDa, avec I’absence des poids moléculaires suivants : 72 kDa, et
I’apparition de nouvelles bandes avec des poids moléculaires de : 140,20 kDa, 62,30 kDa, 50,80
kDa, et 5,1 kDa (Fig. 26 ; Tab. 29).

-Chez les individus traités avec la CL2s-48h : 9 fractions protéiques dont le poids moléculaire

varie entre 5 & 250 kDa, avec I’absence des poids moléculaires suivants : 10 kDa, et I’apparition
de nouveaux poids moléculaires : 62 kDa, 56,20 kDa, et 20,40 kDa (Fig. 26 ; Tab. 29).

-Chez les individus traités avec CL10-96h, nous avons constatés la présence de 9 fractions
protéiques dont le poids moléculaire varie de 5 a 240,5 kDa, avec 1’absence des poids

moléculaires suivants : 250 kDa ainsi que ’apparition de nouvelles bandes protéiques dont les

poids moléculaires sont : 240,5 kDa, 62,30 kDa, 39,5 kDa, et 20,40 kDa (Fig. 26 ; Tab. 29).

-Chez les individus traités avec CL2s-96h, 10 fractions protéiques dont le poids moléculaire
varie de 5 a 240,5 kDa, avec 1’absence d’un seule poids moléculaires : 250 kDa, ainsi que
I’apparition de nouvelles bandes dont les poids moléculaires sont : 240,5 kDa, 130,2 kDa, 62,30
kDa, 27,8 kDa, et 17 kDa (Fig. 26 ; Tab. 29).

Pendant la phase de dépuration, 1’analyse électrophorétique des vitellines montre
une diminution des bandes protéiques chez les traités CL1g et CL2s en comparaison avec les

témoins et a mis en évidence ;

- Chez les témoins : la présence de 6 fractions protéiques dont le poids moléculaire varie entre
54250 kDa (Fig.26 ; Tab. 29).

Page | 50



Résultats

-Chez les individus traités avec la CL10-48h : 5 fractions protéiques dont le poids moléculaire
varie entre 10 a 250 kDa, avec I’absence de deux poids moléculaires : 25 kDa, et 5 kDa (Fig.

26 ; Tab. 29).

-Chez les individus traités avec la CL2s-48h : 5 fractions proteiques dont le poids moléculaire

varie entre 10 a 250 kDa, avec 1’absence d’un seule poid moléculaire : 5 kDa (Fig. 26 ; Tab.
29).
-Chez les individus traités avec CL10-96h, nous avons observés la présence de 4 fractions

protéiques dont le poids moléculaire varie de 25 a 250 kDa, avec 1’absence des poids

moléculaires suivants : 72 kDa, 10 kDa, et 5 kDa (Fig.26 ; Tab. 29).

-Chez les individus traités avec CL5-96h, nous avons remarqués 3 fractions protéiques dont le

poids moléculaire varie de 7,8 a 240,85 kDa, avec aucune absence des poids moléculaires (Fig.

26 ; Tab. 29).
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Figure 26. Séparation électrophorétique des vitellines chez D.trunculus en période d’activité
sexuelle. A : Protéines standards ; B : Témoin Qj ; C : CLio (48h) d’exposition ; D : CLys (48h)
d’exposition ; E : CL1o (96h) d’exposition ; F : CLos (96h) d’exposition ; G : CLio (48h) de
dépuration ; H : CLs (48h) de dépuration ; I : CLio (96h) de dépuration ; J: CLzs (96h) de
dépuration.
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Figure 27. Courbe d'étalonnage exprimant le rapport frontal (Rf) en fonction du poids
moléculaire des vitellines (PM en kDa) en période d’activité sexuelle, et durant la phase
d’exposition et de dépuration.

Tableau 29 : Poids moléculaire (PM, kDa) des différentes fractions protéiques des vitellines
chez D. trunculus en période d’activité sexuelle, et durant la phase d’exposition et de dépuration
(0 : fraction manquante ; + : fraction présente).

Durée d’exposition Durée de dépuration
PM Concentration

48h 96h 48h 96h

Témoins
250 kDa CL1o
CLys

Témoins
240,5 kDa CL1o
CLs

Témoins
140,20 kDa CLio
CLxs

Témoins
130,45 kDa CLio
CL2s

72 kDa Témoins
CLio
CLxs

Témoins
65,30 kDa CLuwo

ClLos
Témoins
62,50 kDa CLuo

OO+ +++++000000O0O0O + + + ©
OO+ ++++++00000+ +000 + O
coocoo + + +
Oooco0oo0oo0co0oo + + +

oo+ ++ + 0+ 0000 + 00O O + + +
oo+ ++ 4+ + 4+ + OO0 OO0 + + OO o +

oo + + + + + OO O

OO + + © O +
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56,20 kDa

55 kDa

50,80 kDa

39,5 kDa

25 kDa

20,40 kDa

17 kDa

10 kDa

5 kDa

CLys
Témoins
CLio
CLos
Témoins
CLuwo
CLys
Témoins
CLio
CLys
Témoins
CLio
CLos
Témoins
CLio
CLys
Témoins

CLio
CLxs
Témoins
CLuwo
CLxs
Témoins
CLio
CLyxs
Témoins
CLio
CLxs

O+ + + OO OO OO OO0 OO OoOo

+++ + ++000 + O

o+ + + OO O oo + + O + + OO
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o+ + + + + OO OO + + OO O oo

+ +++ ++ ++000

O+ + + + + OO0 O0CO + + OO O oo

+++ + ++ + +00O0

O+ O+ OO O OO0 + + OO oo

OO + + + + OO O oo

Résultats

O+ + + OO O OO0 + OO0 OO oo

OO + OO + OO O oo

Page | 53
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3.2. Etude histologique
3.2.1. Effet du cadmium sur la morphométrie de follicules ovariens

La figure 28 représente les résultats relatifs a I’effet du cadmium sur la
morphométrie de follicules ovariens chez D.trunculus. De plus de trois repétitions ont été prises

pour I’étude statistique a un grossissement (Gx10).
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Figure 28. Coupes histologiques des ovocytes de Donax trunculus au stade de maturité
sexuelle (Gx10). A : Témoins ; B : CLio (48h) ; C : CL1o (96h) ; D : CLas (48h) ; E : CLos
(96h) ; OP : Ovocyte pédonculé ; L : Lumiére du follicule.
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3.2.1.1. Effet du cadmium sur la longueur de follicules ovariens
Les résultats obtenus ont révélé une augmentation hautement significative de la

longueur de follicules ovariens (P=0,000) chez les individus traités avec la CL1o et Clas
comparativement aux témoins a 48h (F2,22 = 4109,88 ; P=0,000) et 96h (F22 = 87012,37 ;
P=0,000) d’exposition, avec un impact plus marqué chez les individus traités a 96h d’exposition

(Fig. 29 ; Tab. 30).

Le test HSD de Tukey classant la longueur de follicules par concentration montre
I’existence de trois groupes de classe par ordre décroissant, le premier groupe renferme les
individus traités avec la CL2s, le deuxiéme groupe renferme les individus traités avec la CLio.

Enfin le troisieme groupe renferme les témoins (Tableau 31).

L’AV2 montre un effet temps (F2,22=204,00, P=0,000), un effet concentration (2,2
=69,82 ; P=0,000) hautement significatifs, et une interaction concentration/temps (F2,22=93,25
; P=0,000) hautement significative (Tableau 32).
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Figure 29. Effet du cadmium sur la longueur (um) de follicules ovariens chez Donax trunculus
(m = SD ; n=3-4). Les différentes significatives entre les multiples moyennes sont représentées
par des lettres différentes.
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Tableau 30 : Analyse de la variance a un critére de classification (concentration) de la longueur
(um) de follicules ovariens chez D.trunculus (m £SD, n=3-4).

Temps Source de DDL SC CM F obs P
variation
Concentration 2 5174.23 2587.11
48h : 1 F222=4109,88 | 0,000%**
Erreur 12 7,55 0,63
Totale 14 5181,78
Concentration 2 974225 48711.3
96h : ! F222=87012,37 0,000***
Erreur 12 6,7 0,6
Totale 14 974292

Tableau 31 : Classement des concentrations de la longueur de follicules ovariens par le test

HSD de Tukey.
Temps Concentration Valeurs moyennes Groupes

Clas 409,946 A

48h CLio 380,780 B
Témoins 365,126 C

Clas 554,946 A

96h CLuwo 422,600 B
Témoins 361,926 C

Tableau 32 : Analyse de la variance a deux critéres de classification (temps, concentration)
de la longueur de follicules ovariens chez Donax trunculus (m + SD, n=3-4).

Source de variation DDL SCE CM F obs P

Concentrations 2 23696 9816 F.2,=69,82 0,000***

Temps 2 60437 28681 F2.22=204,00 0,000***

Interaction 4 52440 13110 F422=93,25 0,000***
concentration /temps

Erreur 22 3093 141

Totale 30 139666

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; P : niveau de signification.
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3.2.1.2. Effet du cadmium sur la largeur de follicules ovariens

Apres I’application de ’ANOVA a un critére de classification (concentration), les
résultats indiquent une augmentation hautement significative de la largeur de follicules ovariens
chez les individus traités avec la CL1o et CL2s par rapport aux témoins a 48h (F2,22=2764,74 ;
P=0,000) et & 96 h ( F2,22=55,79 ; P=0,000) d’exposition. L’effet est plus prononcé a 96 h
d’exposition (Fig. 31 ; Tab. 33). Le classement de la largeur de follicules ovariens par le test
HSD de Tukey montre 1’existence de trois groupes de classe, le premier groupe contient les
individus traités avec la CLzs, le deuxieme groupe représente les individus traités avec la CL1o
et le troisiéme groupe renferme les témoins. Les valeurs moyennes les plus élevées sont
enregistrées chez les traités avec la CLys (Tableau 34).

L’analyse de la variance a deux critéres de classification (temps, concentration)
montre un effet temps (F2,22 = 74,33 ; P=0,001), un effet concentration (F2,22 = 20,03 ; P=0,001)
hautement significatifs, et une interaction concentration/temps (F222 = 23,39 ; P=0,000)

hautement significative (Tableau 35).
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Figure 30. Effet du cadmium sur la largeur (um) de follicules ovariens chez Donax trunculus
(m = SD ; n=3-4). Les différentes significatives entre les multiples moyennes sont
représentées par des lettres différentes.
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Tableau 33 : Analyse de la variance a un critére de classification (concentration) de la
largeur (um) de follicules ovariens chez Donax trunculus (m + SD, n=3-4).

Temps Source de DDL SC CM F obs P
variation
Concentration 2 2602.63 1301.32
48h Erreur 12 65 047 F220=2764,74 | 0,000***
Concentration 2 23568 11784.2
96h Erreur 12 2535 211.2 F222=55,79 0,000***
Totale 14 26103
Tableau 34 : Classement des concentrations de la largeur de follicules ovariens par le test HSD
de Tukey.
Temps Concentration Valeurs moyennes Groupes
CLa2s 340,60 A
48h CLio 330,90 B
Témoins 309,10 C
Clzs 404,80 A
96h CL1o 343,70 B
Témoins 308,90 C

Tableau 35 : Analyse de la variance a deux critéres de classification (temps, concentration)
de la largeur de follicules ovariens chez Donax trunculus (m £ SD, n=3-4).

Source de variance DDL SCE CM F obs P
Concentration 2 19494 6647 F222.=20,03 0,001***
Temps 2 53833 24672 F222= 74,33 0,001***
Interaction 4 31057 7764 Faz2= 23,39 0,000%**
concentration/temps
Erreur 22 7302 332
Totale 30 111687

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM

: carré moyen ; Fobs : F observé ; P : niveau de signification.
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3.2.1.3. Effet du cadmium sur le volume de follicules ovariens

Les analyses statistiques montrent une augmentation hautement significative
(P=0,001) du volume de follicules ovariens chez les traités avec la CLio et Clos
comparativement aux témoins a 48h (F.,10= 6851,19 ; P=0,000) et 96h (F219=63807,30 ;
P=0,000) d’exposition. Ainsi une augmentation plus marquée est observée a 96h d’exposition
(Fig. 31 ; Tab. 36). Le test HSD de Tukey démontre I’existence de trois groupes de classes par
ordre décroissant, le premier groupe renferme les individus traités avec la CLzs, le deuxiéme
groupe renferme les individus traités avec la CLio. Enfin le troisieme groupe renferme les

témoins (Tableau 37).

L’AV2 (Concentration, temps) indique un effet temps (F2,19 = 19,85, P=0,000), un
effet concentration (F.19=34,52 ; P=0,000) hautement significatifs, et une interaction

concentration, temps (Fs,19 = 9,69 ; P=0,001) hautement significative (Tableau 38).

0,04

C
0,035 b
0,03
0,025 c
b ® Témoins
0,02 a d a
mCL 10
0,015 mCL25
0,01
0,005
0
0 48h 96h

Durée d'exposition (heures)

Volume de follicules ovariens (um)

Figure 31. Effet du cadmium sur le volume (mm3) de follicules ovariens chez Donax trunculus
(m = SD ; n=3-4). Les différentes significatives entre les multiples moyennes sont représentées
par des lettres différentes.
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Tableau 36 : Analyse de la variance a un critére de classification (concentration) du volume
(mm?q) de follicules ovariens chez D.trunculus (m + SD, n=3-4).

Temps Source de DDL SC CM F obs P
variation
Concentration 2
0,000123 |0,000062
48h E 12 F219=6851,19 0,000***
rreur 0,000000 |0,000000
Totale 14 0,000123
Concentration 2
1 42
96h - " 0,000851 |0,000425 Fa10= 6380730 0,000%%*
rreur 0,000000 |0,000000
Totale 14

Tableau 37 : Classement des concentrations du volume de follicules ovariens par le test HSD

de Tukey.
Temps Concentration Valeurs moyennes Groupes

CL2s 0,024120 A

48h CLio 0,018740 B

Témoins 0,017520 C

CL2s 0,035120 A

96h CLio 0,032240 B

Témoins 0,017900 C

Tableau 38 : Analyse de la variance a deux critéres de classification (temps, concentration)
du volume (mm?) de follicules ovariens chez Donax trunculus (m + SD, n=3-4).

Source de variance DDL SCE CM FOB P
Concentration 2 0,00026 0,00013 |F219=19,85 0,000***
Temps 2 0,00045 0,00022 |F19=234,52 0,000***
Interaction 4 0,00025 0,00006 |Fs10=9,69 0,001%**
concentration/temps

Erreur 19 0,00012 0,000006

Totale 27 0,0010

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs :

F observé ; P : niveau de signification.
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3.2.2. Effet du cadmium sur la morphométrie des ovocytes
Les coupes histologiques relatives aux effets du cadmium sur la morphométrie des
ovocytes sont illustrées dans la figure 32. De plus de trois répétitions ont été étudiées a un

grossissement (Gx40).

Largeur : 348 um

Largeur 390 9 um

Figure 32. Coupes histologiques des ovocytes de Donax trunculus au stade de maturité
sexuelle (Gx40). A : Témoins ; B : CLio (48h) ; C : CLio (96h) ; D : CLas (48h) ; E : CLos
(96h) ; OV : Ovocyte mature ; N : Noyau ; Vn : Vitelline.
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3.2.2.1. Effet du cadmium sur la longueur des ovocytes

La figure 33 ci-dessous représente 1’effet du cadmium sur la longueur des ovocytes.
Les résultats obtenus montrent une diminution hautement significative (P=0,000) de la longueur
des ovocytes chez les individus traités avec la CLio et la CL2s a 48 h (F2,18= 235,10 ; P=0,000)
et 96 h (Fo18 = 248,17 ; P=0,000) d’exposition ; la diminution est plus marquée & 96h
d’exposition (Tableau 39). Le test HSD de Tukey classant la longueur des ovocytes par
concentration montre I’existence de trois groupes de classes, le premier groupe renferme les
témoins, le deuxiéme groupe renferme les individus traités avec la CL1o. Enfin le troisieme
groupe renferme les individus traités avec la CLzs. Les valeurs moyennes les plus elevées sont

enregistrées chez les traités av la CLys (Tableau 40).

L’analyse de la variance a deux criteres de classification (temps, concentration)
montre un effet temps (F2,16 = 6,18 ; P=0,000), un effet concentration (F2,18 = 23,93 ; P=0,009)
hautement significatifs et une interaction concentration/temps (Fs18 = 7,45 ; P=0,001)

hautement significative (Tableau 41).
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Figure 33. Impact du cadmium sur la longueur des ovocytes (um) de Donax trunculus (mSD,

n= 3-4). Les différentes significatives entre les multiples moyennes sont représentees par des
lettres différentes.
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Tableau 39 : Analyse de la variance a un critére de classification (concentration) de la
longueur des ovocytes (um) chez Donax trunculus (m £ SD, n=3-4).

Temps Source de DDL SC CM F obs P
variation
Concentration 2 31572,8 | 15786,4
48h Erreur 12 | 8058 67,0 | Few8=23510 1 0,000+
Totale 14 323785
Concentration 2 52467 26233,3
96h Erreur 12 1268 1057 | F21=24817 | 0,000%**
Totale 14 53735

Tableau 40 : Classement des concentrations de la longueur des ovocytes par le test HSD de Tukey.

Temps Concentration Valeurs moyennes Groupes
Témoins 355,70 A
48h CLuo 283,85 B
CLs 244,94 C
Témoins 355,98 A
96h CLuo 261,89 B
Clzs 213,54 C

Tableau 41 : Analyse de la variance a deux critéres de classification (concentration, temps) de la
longueur des ovocytes de Donax trunculus (m + SD, n=3-4).

Source de variation DDL SCE CM Fobs P
Concentration 2 347774,2 17387,1 | F,18=23,93 0,000***
Temps 2 8983,9 44920 Fo18=6,18 | 0,000***
Interaction 4 21637,1 5409,3 Fs=7,45 | 0,000%**
concentration/temps
Erreur résiduelle 18 13077,6 726,5
Totale 26 78472,7

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ;

CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; P : niveau de signification.
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3.2.2.2. Effet du cadmium sur la largeur des ovocytes

Les résultats obtenus concernant 1’effet du cadmium sur la largeur des ovocytes de

Donax trunculus sont résumés dans la figure 34.

L’ANOVA a un critere de classification révele une augmentation hautement
significative (P=0,000) de la largeur des ovocytes chez les individus traités avec la CLyo et la
CLas par rapport aux témoins & 48h (F»,18 = 8356,88 ; P=0,000) et & 96h (F»,18 = 2867,79 ;
P=0,000) d’exposition avec un effet plus marqué a 96h d’exposition (Tableau 42).

Le test HSD de tukey a indiquer I’existence de trois groupes de classes par ordre
décroissant, le premier groupe renferme les individus traités avec la CL2s, le deuxiéme groupe

contient les traités avec la CL1o. Le troisieme groupe renferme les témoins (Tableau 43).

L’AV2 révéle un effet temps (F2,20 = 65,37 ; P=0,000), un effet concentration (F2,20
= 45,81 ; P=0,000) hautement significatifs et une interaction concentration/temps (F420= 20,19
; P=0,001) hautement significative (Tableau 44).
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Figure 34. Impact du cadmium sur la largeur des ovocytes de Donax trunculus (m+SD, n= 3-

4). Les différentes significatives entre les multiples moyennes sont représentées par des lettres
différentes.
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Tableau 42 : Analyse de la variance a un critére de classification (concentration) de la
largeur (um) des ovocytes chez Donax trunculus (m £ SD, n=3-4).

Temps Source de DDL SC CM F obs P
variation
Concentration 2 121711 | 60855,7 F.15=8356,88
48h Erreur 12 87 7.3 0,000***
Concentration 2 243126 121563 | F218-2867,79
96h Erreur 12 509 42 0,000***

Tableau 43 : Classement des concentrations de la largeur des ovocytes par le test HSD de Tukey.

Temps Concentration Valeurs moyennes Groupes
ClLzs 473,09 A
48h Cluw 347,742 B
Témoins 253,16 C
CLys 563,58 A
96h CLuo 390,81 B
Témoins 255,8 C

Tableau 44 : Analyse de la variance a deux criteres de classification (concentration, temps) de la
largeur des ovocytes de Donax trunculus (m + SD, n=3-4).

Source de variation DDL SCE CM Fobs P
Concentration 2 21278,3 10639,1 F.20=45,81 0,000*%**
Temps 2 30362,8 15181,4 F.,.0=65,37] 0,000%**
Interaction 4 18750,3 4687,6 Fs20=20,19 0,001***
concentration/temps
Erreur résiduelle 20 4180,2 232,2
Totale 28 74571.,6

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; P : niveau de signification.
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3.2.2.3. Effet du cadmium sur le volume des ovocytes.

L’AV1 des individus traités avec la CL1o et la CLos affiche une augmentation
hautement significative (P=0,000) du volume des ovocytes par rapport aux témoins apres 48h
(F218 = 19,96 ; P=0,000) et 96h (F218 = 62472,10 ; P=0,000) d’exposition, avec une
augmentation plus accentuée a 96h d’exposition (Fig. 35 ; Tab. 45). Le test HSD de Tukey
révele Iexistence de trois groupes de classe par ordre décroissant, le premier groupe renferme
les individus traités avec la CLos, le deuxieme groupe renferme les individus traités avec la

CL1o. Enfin le troisieme groupe renferme les témoins (Tableau 46).

L’ ANOVA 2 montre un effet temps (F2,18 = 15,34 ; P=0,001), un effet concentration
(F2,18 = 10,36 ; P=0,001) hautement significatifs et une interaction concentration/temps (Fa,18 =
4,07 ; P=0,001) hautement significative (Tableau 47).
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Figure 35. Impact du cadmium sur le volume des ovocytes (mm3) de Donax trunculus (mSD,
n= 3-4). Les différentes significatives entre les multiples moyennes sont représentees par des
lettres différentes.
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Tableau 45 : Analyse de la variance a un critére de classification (concentration) du volume
(mm?q) des ovocytes chez Donax trunculus (m * SD, n=3-4).

Temps Source de DDL SC CM F obs P
variation
Concentration 2 0,000129 | 0,000064 | F218=19,96
48h Erreur 12 | 0,000039 |0,000003 0,000
Totale 14 0,000168
Concentration 2 0.000207 | 0.000103 Fa18=
96h ' ’ 62472,10 | 0,000%**
Erreur 12 0,000000 | 0,000000
Totale 14 0,000207

Tableau 46 : Classement des concentrations du volume des ovocytes par le test HSD de Tukey.

Temps Concentration Valeurs moyennes Groupes
Clzs 0,02619 A
48h CLuo 0,02290 B
Témoins 0,01902 C
Clzs 0,028194 A
96h CLuo 0,023168 B
Témoins 0,019112 C

Tableau 47 : Analyse de la variance a deux critéres de classification (concentration, temps) du
volume des ovocytes de Donax trunculus (m + SD, n=3-4).

Source de variation DDL SCE CM Fobs P
Concentration 2 (0,0000361 0,0000180 F.1s=10,36 0,001***
Temps 2 10,0000534 0,0000267 F,1s=15,34/ 0,001***
Interaction 4 10,0000284 0,0000071 Fs18=4,07 | 0,001***
concentration/temps

Erreur résiduelle 18 |0,0000313 0,0000017

Totale 26 |0,0001492

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; P : niveau de signification.
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3.2.2.4. Effet du cadmium sur le nombre des ovocytes

La figure 36 résume I’effet du cadmium sur le nombre d’ovocytes de Donax
trunculus. L’analyse de la variance a un seul critére de classification n’a enregistré aucun effet
concentration par rapport aux témoins apres 48h (F21s = 1,29 ; P=0,721) et 96h (F2,18=1,45 ;
P=0,721) d’exposition (Tableau 48).

L’analyse de la variance a deux critéres de classification (temps, concentration)
confirme les résultats obtenus, et n’a pas révélé d’effet temps (F2,18 = 0,23 ; P=0,800), ou effet

concentration et ni une interaction temps/concentration (Fs,1s = 0,40 ; P=0,803) (Tableau 49).
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Figure 36. Impact du cadmium sur le nombre d’ovocytes de Donax trunculus (m+SD, n= 3-4).
Les différentes significatives entre les multiples moyennes sont représentées par des lettres
différentes.
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Tableau 48 : Analyse de la variance a un critére de classification (concentration) du nombre
d’ovocytes chez Donax trunculus (m £ SD, n=3-4).

Temps Source de DDL SC CM F obs P
variation
Concentration 2 0,5333 0.2667 Fo18=1,29
48h E 1 0,311 NS
rreur 2,4800 | 0,2067
Totale 14 3.0133
Concentration 2 0’9333 0,4667 Fz18 :1,45
96h E 1 0,273 NS
rreur 3,8600 | 0,3217
Totale 14 4’7933

Tableau 49 : Analyse de la variance a deux critéres de classification (concentration, temps) du

nombre d’ovocytes de Donax trunculus (m £ SD, n=3-4).

Source DDL SC CM F obs P
Concentration 2 2,074 1,037 F2.18=0,33 0,721 NS
Temps 1,407 0,704 F218=0,23 0,800 NS
Interaction 4 5,037 1,259 Fs.18= 0,40 0,803 NS
concentration/temps
Erreur 18 56 3,111
Totale 26 64,519

DDL : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ;

Fobs : F observé ; P : niveau de signification.
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3.3. Test de corrélation

Apres application du test de corrélation Pearson entre les différents paramétres
étudiés chez D. trunculus. L’ensemble des résultats montre une corrélation positive hautement
significative (p=0,000) entre les teneurs de Vtg et VVn, les teneurs de Vn et la longueur de
follicules, les teneurs de Vn et la largeur de follicules, les teneurs de Vn et le volume de
follicules, les teneurs de Vn et largeur de I'ovocyte, les teneurs de Vn et le volume de I'ovocyte,
les teneurs de Vtg et la longueur de follicules, les teneurs de Vtg et la largeur de follicules, les
teneurs de Vtg et le volume de follicules, les teneurs de Vtg et largeur de I'ovocyte, les teneurs
de Vtg et le volume de I'ovocyte, longueur des ovocytes et la largeur de follicules, largeur des
ovocytes et la longueur de follicules, largeur des ovocytes et la largeur de follicules, largeur des
ovocytes et le volume de follicules, volume des ovocytes et la longueur de follicules, volume
des ovocytes et la largeur de follicules, volume des ovocytes et volume de follicules, la
longueur et la largeur de follicules, la longueur et le volume de follicules, la largeur et le volume

de follicules, la largeur et le volume de lI'ovocyte (Tableau 50).

Une corrélation négative hautement significative (p= 0,000) a été également révélée
entre les taux de Vtg et la longueur de I'ovocyte, les taux de Vn et la longueur de I'ovocyte, la
longueur et la largeur de l'ovocyte, la longueur et le volume de l'ovocyte, la longueur des
ovocytes et la longueur de follicules, la longueur des ovocytes et le volume de follicules
(Tableau 50).
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Tableau 50 : Corrélation entre tous les différents paramétres étudiés chez Donax trunculus (R=

coefficient de corrélation ; P= niveau de signification).

Paramétres Corrélation
R P
Vitelline — vitellogénine 0,983 0,000
Vitelline — longueur de follicules 0,814 0,000
Vitelline — largeur de follicules 0,895 0,000
Vitelline — volume de follicules 0,850 0,000
Vitellogénine — longueur de follicules 0,791 0,000
Vitellogénine — largeur de follicules 0,866 0,000
Vitelogénine — volume de follicules 0,821 0,000
Longueur — largeur de follicules 0,975 0,000
Longueur — volume de follicules 0,910 0,000
Largeur — volume de follicules 0,941 0,000
Vitelline — longueur des ovocytes -0,909 0,000
Vitelline — largeur des ovocytes 0,865 0,000
Vitelline — volume des ovocytes 0,749 0,000
Vitellogénine — longueur des ovocytes -0,937 0,000
Vitellogénine — largeur des ovocytes 0,900 0,000
Vitelogénine — volume des ovocytes 0,799 0,000
Longueur — largeur des ovocytes -0,957 0,000
Longueur — volume de ovocytes -0,828 0,000
Largeur — volume des ovocytes 0,938 0,000
Longueur des ovocytes — longueur de follicules -0,847 0,000
Longueur des ovocytes — largeur de follicules 0,907 0,000
Longueur des ovocytes — volume de follicules -0,842 0,000
Largeur des ovocytes — longueur de follicules 0,911 0,000
Largeur des ovocytes — largeur de follicules 0,929 0,000
Largeur des ovocytes — volume de follicules 0,864 0,000
Volume des ovocytes — longueur de follicules 0,808 0,000
Volume des ovocytes — largeur de follicules 0,817 0,000
Volume des ovocytes — volume de follicules 0,765 0,000
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« Tout travail scientifique est une réalisation communautaire et non pas /'ecuvre d'un cavalier seul »

Stephen Jay.
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4. Discussion

La pollution du milieu marin peut engendrer un stress important au niveau des
organismes aquatiques (Carrier-Belleau et al., 2021) qui se traduit par des réponses
biochimiques ou cellulaires (Briffa et al., 2020). Ces réponses induites par les polluants sont
considérées comme des biomarqueurs écotoxicologiques traduisant une réponse spécifique
et/ou non spécifique au stress mesuré chez des espéces bioindicatrices de la pollution (Tlili et
al., 2010 ; Sussarellu et al., 2012 ; Martinez-Morcillo et al., 2020).

Certains polluants sont capables d’altérer 1’équilibre du systéme endocrinien chez
les bivalves ainsi que le développement et la fonctionnalité de différents systémes, et ce, de
maniere parfois irréversible (Depledge & Billinghurst, 1999). En particulier, le systeme
reproducteur a été identifié comme une cible particulierement exposée (Gagné et al., 2002 ;
Baudrimont et al., 2020). En effet, les perturbations structurelles et fonctionnelles causées par
les polluants et leurs métabolites entrainent des modifications des performances physiologiques
et comportementales, notamment la stéroidogenése et la vitellogenése (Benelli et al., 2001 ;
Arab et al., 2004 ; Ortiz-Zarragoitia et Cajaraville, 2005 ; Zheng et al., 2017 ; Paschoalini
etal., 2019).

La vitellogenese représente le processus de stockage de réserves, au sein de
I’ovocyte, pour le développement du futur embryon. Chez les bivalves, les informations sont
beaucoup moins nombreuses quant a la caractérisation de vitellines et/ou de précurseurs. Bien
qu’il n’existe que trés peu d’informations sur le systeme endocrinien des invertébrés, la
synthése de la vitelline (Vn), protéine majeure trouvée dans les ovocytes d’invertébrés
synthétisée depuis la vitellogenese, a été montrée comme étant régulée par les cestrogénes chez

les bivalves d’eau douce et marins (Quinn et al., 2004).

Les métaux lourds constituent un groupe de polluants aquatiques majeurs en raison
de leur persistance (Yap et al., 2020 ; Amankwaa et al., 2021). Le cadmium (Cd) est considéré
parmi les métaux lourds les plus dangereux du fait de sa similarité ionique intrinseque avec le
calcium (Vercauteren & Blust, 1999 ; Jarup, 2003 ; Xie et al., 2014 ; Shi et al., 2018). La
toxicité du Cd peut provoquer une série de dysfonctionnements biochimiques et physiologiques
tant chez I'nomme que chez lI'animal (Santovito et al., 2015 ; Silva et al., 2017). Comme
I'épuisement des reserves énergétiques (Merad & Soltani, 2017), l'augmentation de la
consommation d'oxygéne (Chandurvelan et al., 2017) et les dommages a 'ADN (Michel &
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Vincent-Hubert, 2015). De plus, la reprotoxicité du Cadmium a été bien documentée chez de
nombreuses espéces aquatiques a différents niveaux (Ketata et al., 2007; Baudrimont et al.,
2019 ; Smaoui-Damak et al., 2006 ; Sieratowicz et al. ,2011 ; Piscopo et al., 2019 ; Cheng et
al., 2021).

4.1. Effet sublétal du cadmium sur les taux de vitellogenines et vitellines

Les vitellogénines (Vtg) et les vitellines (Vn) ont été classés comme des
biomarqueurs biochimiques spécifiques aux contaminants cestrogéniques (Jubeaux, 2015), et
leur utilisation en tant que biomarqueur de reprotoxicté chez les bivalves a fait I’objet de

nombreux travaux (Blaise et al., 1999 ; Aarab et al., 2004 ; Driessnack et al., 2017).

Nos résultats ont révélé que l'exposition de D. trunculus a des concentrations
sublétales du Cd entraine une induction significative des teneurs en Vtg et VVn. Les réponses
observées varient en fonction de la concentration, du temps d'exposition et des périodes du
cycle sexuel. Ainsi, I'effet est relativement plus marqueé avec la concentration la plus élevée et
a 96h d’exposition. L’induction de ces teneurs pourrait étre due au caractere métallo-cestrogene
du Cd. En effet, de nombreuses études menées chez les mollusques bivalves démontrent que la
synthése des Vtg et VVn est régulée par les cestrogénes (Quinn et al., 2004 ; Matozzo et al.,
2008). Certaines xéncestrogenes peuvent mimer 1’action des cestrogénes, notamment en se liant
aux récepteurs cestrogéniques produisant une réaction cellulaire identique, et on parle alors «
d’hormone mimickers » ou hormone mimétiques (agoniste), ce qui provoquerait une induction
de cette hormone et par conséquence une induction dans la synthése des Vtg et VVn (Morcillo
etal., 1999 ; Gagné et al.,2001 ; Christian et al.,2002 ; Quinn et al., 2004).

Nos résultats concordent avec les données rapportées dans I’hémolymphe du
bivalve Mytilus edulis exposé a une toxicité aiguée de cuivre et aux injections de nonylphénol
(Blaise et al., 1999 ; Zorita et al., 2006), et dans I’hémolymphe d’autres bivalves tels que
Elliptio complanata durant une expérience de transplantation prés d'une mine (Gagné &
Blaise, 2003) ; ainsi que chez Dreissena polymorpha suite a I’exposition aux effluents toxiques
renfermant du mercure et du cadmium (Gnatyshyna et al., 2020). De méme, une induction de
ces taux a eté déemontrée chez Argopecten gibbus et chez Dreissena polymorpha apres une
exposition a des effluents (Quinn et al., 2004 ; Quinn et al., 2005). L’induction des Vtg et Vn
a été également illustrée chez Mytilus galloprovincialis suite a I’exposition aux herbicides a

base de glyphosate (Fabrello et al., 2020) .
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D’autre part, nos résultats montrent une influence du cycle sexuel sur les teneurs en
Vtg. En effet, les teneurs en Vtg sont plus élevées en période d’activité sexuelle qu’en période
de repos sexuel. Cette différence peut s’expliquer par les variations des niveaux de Vtg qui se
produisent durant le cycle sexuel d’un bivalve, et qui ont tendance a étre beaucoup plus élevés
durant la période d’activité sexuelle a fin de synthétiser les Vn au cours de la vitellogenése
(Mori et al., 1965a ; Mori et al., 1965b ; Charniaux-coton & Payen, 1988 ; Fingermen et
al., 1998 ; Gautier-Clerc et al., 2002). La période de repos sexuel est caractérisée par une
réduction de la synthése de la Vtg chez les bivalves en raison de la réduction de l'activité
gonadique. (Martin et al., 1997), et la vitellogenése serait inhibée par une neuro-hormone
gonado-inhibitrice, également dénommée hormone d’inhibition de la vitellogenése
(Vitellogenesis-inhibting hormone, VIH) (Tsutsui et al., 2005, Ohira et al., 2006). Nous
rappelons que 1'effet du cadmium est plus marqué a 96h d’exposition. Ceci suggere que la durée
de I’exposition est trés importante car la sensibilit¢ d’un organisme aux perturbateurs

endocriniens peut varier au fil du temps (Colborn et Clement ,1992).
4.2. Effet sublétal du cadmium sur le profil électrophorétique

Les changements dans I'expression des protéines sont souvent le signe d'une
exposition ou d'un effet toxique (Witzmann et al., 2000) qui peuvent étre produits
spéecifiquement en réponse a un contaminant particulier (Shepard et al., 2000). Ces
changements peuvent étre considérés comme des biomarqueurs intéressent étant donné qu’ils
refletent les réponses physiologiques aux conditions environnementale changeantes et
stressantes (Gotelli et al., 2012, Pedrosa et al., 2017) .

L’ensemble de nos résultats nous a permis d’enregistrer une induction dans le
nombre des fractions protéiques des Vtg et VVn chez les traités CL1o et CLos comparativement
aux témoins. L’induction observée varie en fonction de la concentration, du temps, et de la
période du cycle sexuel, et la réponse est plus prononcée a 96h d’exposition. Ceci pourrait étre
di en premier lieu a I’augmentation des taux de Vtg et VVn observée précedemment traduisant
une augmentation dans le nombre des expressions protéiques. Par ailleurs, de nombreux travaux
montrent que les récepteurs cestrogeniques possédent une grande affinité pour les métaux y
compris le cadmium. De ce fait, ces métaux peuvent interférer dans le mécanisme de synthese
et de structure de ces protéines, en agissant sur les phases post- traductionnelles (Varo et al.,
2007 ; Jakimska et al., 2011 ; Meng et al., 2017; Genchi et al.,2020). Les réactions sont
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complexes et multiples mais la génotoxicité du Cd a été démontrée chez de nombreux
organismes aquatiques et également chez D. trunculus (Lemoine et al., 2000; Ahmed et al.,
2010; Nardi et al., 2017 ; Merad et al., 2017).

Nos résultats sont en accord avec les travaux de Lee et al. (2008b) chez le copépode
Tigriopus japonicus, révelent une induction dans le nombre d’expressions des Vtg aprés 96h
d’exposition au Cd. L’étude de Chen et al. (2017) chez Tegillarca granosa montre egalement
que I’expression de la Vtg est trés sensible a I’induction du Cd. Les travaux de Shepard et al.
(2000) rapportent des altérations dans 1’expression des Vtg chez M. edulis, suite a une

exposition au cuire dans des conditions contrélées au laboratoire.

En milieu naturel, une induction dans le nombre des protéines gonadiques a été
également révelée chez les femelles de D. trunculus et chez d’autre mollusque bivalves
collectés d’un site pollué (Rodriguez-Ortega et al., 2003 ; Jurgen et al., 2011 ; Hamdani et
al., 2014 ; Riva et al., 2011). A notre connaissance, peu d’études ont abordé I’influence des

polluants sur I’aspect qualitatif des Vtg et Vn chez les mollusques.
4.3. Effet sublétal du cadmium sur la morphométrie de I’ovaire

L'étude histologique des gonades par des mesures morphométriques des ovocytes
est connu pour étre un biomarqueur pertinent, et un complément aux études de reprotoxicité de
maniere a identifier les effets déléteres de la perturbation endocrinienne au niveau cellulaire
(Yasmeen et al., 2019), selon les doses d'exposition et les modes de contamination (Alonzo et
al., 2020). L’étude histologique a été mis en évidence dans plusieurs travaux concernant les
effet reprotoxiques induits par le Cd a différents niveaux tissulaires notamment, 1’ovaire, la
glande digestive, hépatopancréas ou les muscles adducteurs de plusieurs bivalves : Mytilus
galloprovincialis (Rocha et al., 2016) ; Lamellidens marginalis (Yasmeen et al., 2019) et
Caelatura nilotica (Sheir et al., , 2020).

La présente étude a révélé que I'exposition de D. trunculus aux deux concentrations
sublétales du Cd entraine une augmentation de la largeur et du volume des ovocytes, et une
diminution de leur longueur. Autant, qu’il provoque également une augmentation de la largeur,
longueur et du volume de follicules ovariens. Ces réponses varient en fonction de la
concentration et du temps d'exposition. Ainsi, les réponses sont plus marquées a 96
d’exposition. Ces reponses pourraient étre dues a 1’augmentation des teneurs en Vtg et Vn
mentionnées précédemment dans nos résultats. Les travaux d’Arcos et al. (2009) chez
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Crassostrea corteziensis confirme cette hypothése et ont montré que l'augmentation des teneurs
en Vg et Vn est synchronisée avec 1’augmentation de la surface et du diametre des ovocytes.
De plus, plusieurs études chez d’autres espeéces ont rapporté une corrélation positive entre les
concentrations de Vtg, Vn et le diamétre des ovocytes (Vazquez-Boucard, 2002 ; Quinitio &
Millamena 1992 ; Li et al., 1998). L’augmentation de la surface de follicules ovariens est due
forcément a I’augmentation du volume des ovocytes. Cependant, il n'y avait aucun effet sublétal

du cadmium sur le nombre d’ovocytes.

Nos résultats sont en accord avec les travaux de Yee-Duarte et al. (2018) et
Yasmeen (2019), qui ont rapporté une augmentation du volume des ovocytes et des follicules
ovariens chez les bivalves Crassostrea gigas et Lamellidens marginalis respectivement, suite a

leurs expositions aiguée au cadmium.
4.4. Depuration du cadmium

Ces derniéres années, les études se sont intéressées de plus en plus a la possibilité
de purification des produits chimiques toxiques pour I’organisme aquatique lui-méme, mais
aussi pour ses consommateurs (Belabed & Solatni, 2013 ; Zhang et al., 2015 ; Belabed &
Solatni, 2018). Le Cd pénétre dans la chaine alimentaire aquatique par voie directe a partir de
la colonne d’’eau ou par voie indirecte trophique a partir de biote (Cosson et al., 2008). Les
Mollusques Bivalves ont une grande capacité d’accumulation du Cd, avec des concentrations
proportionnelles a la durée d’exposition (Gu et al., 2021). De plus, chez les mollusques
bivalves, I'exposition chronique a ce métal augmente la production d'espéces réactives de
I'oxygéne (ROS), ce qui entraine un stress oxydatif endommageant les compartiments
intracellulaires a différents niveaux (Belabed & Soltani, 2013 ; Pedrosa et al., 2017 ; Parra
et al., 2021). Pour ses raisons, le mécanisme de dépuration du Cd chez les bivalves doit étre
pris en considération pour réduire I’exposition des mollusques aux métaux lourds (Zhang et
al., 2015). En effet, la dépuration permet aux bivalves de chasser et d'isoler les contaminants
de leurs branchies et de leur tube digestif sur une longue période (Heiba et al., 2021). De plus,
I’é¢tude du processus de dépuration est importante car elle permet de révéler si les effets du
contaminant persistent longtemps apres sa disparition ou non (Sanghvi et al., 2003 ; Sundin et
al., 2019). Barile et al. (2009) montrent que la capacité de I’espece a surmonter les effets nocifs
d’un polluant dépend de la durée de depuration, de 1’espéce elle-méme et de son état de santé,
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de la nature du polluant et son mode de pénétration, mais également de la quantité de polluant

introduite dans 1’organisme.

Dans cette étude et durant la phase de restauration, nos résultats révélent une
diminution progressive des taux de Vtg et Vn. Cette diminution varie en fonction des
concentrations sublétales testées (CLio et CLzs), du temps et de la période du cycle sexuel
étudier (repos / activité sexuelle) ; la réduction de ces taux pourrait étre due a une récupération
des activités anti-cestrogéniques (Cruzeiro et al., 2016 ; Moncaleano-Nino et al., 2017 ; Xu
et al., 2020).

Nos résultats concordent avec les travaux de Hemmer et al. (2002) chez le poisson
Cyprinodon variegatus qui révelent une récupération complete des taux de Vtg et Vn a 96 h de
dépuration, les travaux de Moffatt et al. (2010) montre un potentiel de récupération aprés 48h
de dépuration chez le poisson Oryzias latipes, les travaux de Guo et al. (2019) chez la crevette
Macrobrachiu mrosenbergii, ont rapporté une récupération de ces taux apres 192h de

dépuration.

En ce qui concerne les profils protéiques des Vtg et Vn, une diminution dans le
nombre des fractions protéiques a été constatée durant la période de repos sexuel et 1’activité
sexuelle de D.trunculus. On pourrait expliquer cette diminution par le fait que les teneurs en
Vtg et Vn ont baissé significativement traduisant une réduction au niveau des expressions
protéiques. L’ensemble des résultats confirme les travaux antérieurs et révele un potentiel de
purification important chez D. trunculus, montrant une capacité de récupération au bout de 96
heures de dépuration (Belabed & Solatni, 2013 ; Merad, 2017). A notre connaissance, trés peu
d’études ont abordé I’influence de la phase de dépuration sur les taux Vtg et Vn et également
sur leurs profils électrophorétiques chez les mollusques bivalves.
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«Le signe premier de la certitude scientifique, C’ est qu elle peut étre revécue aussi bien dans son analyse que dans
sa synthése.»

Gaston Bachelard
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Conclusion et perspectives

5. Conclusion et perspectives

La présente thése s’inscrit dans le cadre d’un projet de recherche P.R.F.U
«Préservation des produits de la péche et la lutte contre les insectes des denrées stockées » du
Laboratoire de Biologie Animale Appliquée. Elle a pour objectif d’évaluer les effets sublétaux
du cadmium (Cd) sur I’aspect reproductif d’une espéce comestible et bioindicatrice de la
pollution, Donax trunculus (Mollusca, Bivalvia) ; et vise également a évaluer la capacité de
cette espéce a surmonter le stress chimique induit par le Cd. Les études ont été menées en
condition contr6lées du laboratoire et durant une période d’exposition aigué (96 heures) et une
période de dépuration de la méme durée. En utilisant deux concentrations sublétales du Cd
(CLo et CLys) déterminées précédemment par Merad et Soltani (2015) et en considérant les
périodes du cycle sexuel (activité/ repos), deux volets ont été abordés :

- Le volet biochimique est consacré aux dosages biochimiques et aux études
électrophorétiques des biomarqueurs de reprotoxicité : la vitellogénine (Vtg) et la
vitelline (Vn) au niveau de I’hémolymphe et des ovaires de Donax trunculus
respectivement.

- Levolet cytologique est relatif a une étude histologique des ovaires de Donax trunculus.

Concernant P’aspect biochimique et durant la période d’exposition : I’ensemble
des résultats montre une augmentation des teneurs en Vtg et VVn chez les traités comparativement
aux témoins. Cette induction varie en fonction du temps, de la concentration et de la période du
cycle sexuel. Ces résultats évoquent que le Cd agit comme un métallo-cestrogéne sur le systeme
endocrinien de D.trunculus avec une relation concentration-effet. D’autre part, ’influence du
cycle sexuel sur le biomarqueur de reprotoxicité des Vtg est due a la vitellogenése et a la reprise

de I’activité gonadique.

Relativement aux données du profil électrophorétique de ces biomarqueurs de
reprotoxicite, nos résultats montrent une induction dans le nombre des fractions protéiques chez
les traités comparativement aux témoins. Cette induction varie en fonction du temps, de la
concentration et de la période du cycle sexuel, et ceci pourrait étre di en premier lieu a
I’augmentation des taux Vtg et Vn observée précédemment traduisant une augmentation dans

le nombre des expressions protéiques.
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En ce qui concerne P’aspect cytologique : Nos résultats ont permis de mettre en
évidence une induction dans la morphométrie de follicules ovariens chez les traités
comparativement aux témoins. Par ailleurs, nos données concernant la morphométrie d’ovocyte
et en comparaison avec les témoins, montrent une augmentation de la largeur et du volume
d’ovocyte et une diminution de sa longueur. Ces réponses varient en fonction de la
concentration et du temps d'exposition ; cette augmentation de la surface d’ovocyte est
probablement lié a I’augmentation des taux de Vn induite par le Cd ; En revanche, aucun effet
temps ou concentration n’a été observé pour le nombre d’ovocytes et aucune 1ésion histologique

n’a été révélée.

Concernant la phase de dépuration : Les résultats ont indiqué une diminution
progressive des taux des Vtg et Vn. ainsi, qu’une diminution dans le nombre de fractions
protéiques des Vtg et Vn a été également observe ; cette réduction varie en fonction du temps,
concentration et de la période du cycle sexuel. L’ensemble des résultats suggérent que
D.trunculus posséde un potentiel de purification important, montrant une capacité de
récupération au bout de 96 heures de dépuration.

En perspective a ce travail nous envisagerons essentiellement de faire :
- Un dosage du cadmium dans le sédiment et la chair de Donax trunculus.

- Une prolongation de la durée d’exposition au cadmium (exposition chronique), afin

d’identifier les mécanismes d’action, et les effets a long terme.

- Un dosage des hormones stéroidiennes dans la gonade comme I’cestradiol E2, de

maniere a déterminer le role de I’cestrogéne dans la synthése des Vtg/ Vn.

- Une approche protéomique des Vtg et Vn a I’aide d’une spectrométrie de masse
couplés a l’utilisation des banques génomiques (GenBank), afin d’identifier les

séquences peptidiques des Vtg et Vn.

- Une étude complémentaire portant sur d’autres biomarqueurs de reprotoxicité, comme
I’é¢tude de la qualité des gametes et des larves (Vitesse de déplacement des gametes,
survis des larves D), et ceci dans le but de mieux caractériser les éventuelles

perturbations de la reproduction chez les bivalves.
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«Une science est un ensemble ordonné de paradoxes testables, et d’erreurs rectifiées».

Comte-Sponville
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6. Résumé

Le Cd est un métal lourd trés toxique dont sa présence a été détectée dans le golfe
d’Annaba. Les recherches menées au cours de la réalisation de cette thése, ont pour objectif
d’étudier en conditions de laboratoire, les effets sublétaux du cadmium (Cd) sur I’aspect
reproductif d’une espéce comestible et bioindicatrice de la pollution, Donax trunculus
(Mollusca, Bivalvia) ; et vise également & évaluer la capacité de cette espece a surmonter le
stress chimique induit par le Cd, en utilisant des réponses biochimiques et cytologiques chez
Donax trunculus.

Les études se sont déroulées en deux phases : une premiere phase d’exposition aigiie
au Cd d’une durée de 96 h, suivis d’une seconde phase de dépuration d’une méme durée. En
considérant les périodes du cycle sexuel : la période d’activité sexuelle et la période de repos
sexuel. L’échantillonnage a été effectué au niveau de la plage d’El Battah, un site éloigné des
sources de pollution. Les échantillons ont été élevés au laboratoire et les parametres physico-
chimiques tels que la température, le pH, la salinité et I'oxygene dissout ont été mesurés. Le
chlorure de Cd a été additionné a I'eau d'élevage a deux concentrations sublétales (CL1o et CL2s)
déterminées précédemment par Merad et Soltani (2015).

Concernant les réponses biochimiques, nos résultats ont montré que le cadmium
entraine une augmentation des teneurs en vitellogénines et vitellines chez D. trunculus avec une
relation concentration-effet. De plus, il provoque une induction dans le nombre des fractions
protéiques des Vtg et Vn ; ces inductions varient en fonction du temps, de la concentration et
de la période du cycle sexuel.

En ce qui concerne les réponses cytologiques, nos résultats ont permis de mettre en
évidence que le cadmium a pu causer une hypertrophie de follicule ovarien due a
I’augmentation de la largueur et du volume d’ovocyte ; ces réponses varient en fonction du
temps et de la concentration ; En revanche, aucun effet temps ou concentration n’a été observé
pour le nombre d’ovocytes et aucune Iésion histologique n’a été révélée.

Relativement a la phase de dépuration, les résultats de notre étude ont révélé une
réduction progressive des taux de Vtg et Vn suivie d’une diminution dans le nombre des
fractions protéiques ; cette réduction varie en fonction du temps, de la concentration et de la
période du cycle sexuel.

L’ensemble des résultats confirme le caractere métallo-cestrogénique du Cd pour
D.trunculus, qui pourrait agir sur son systeme endocrinien en induisant la synthese des Vtg et
Vn, il pourrait également modifier I’expression des profils électrophorétiques de ces derniers.
De plus, le Cd pourrait étre en mesure de provoquer des modifications dans la morphométrie
des follicules ovariens et des ovocytes de D.trunculus, qui sont probablement lies a
I’augmentation des teneurs en Vn dans I’ovocyte. Par ailleurs, 1’influence du cycle sexuel sur
le biomarqueur de reprotoxicité Vtg est due a la vitellogenése et a la reprise de 1’activité
gonadique. D’autre part , cette espece a révélé un potentiel de restauration assez important avec
une éventuelle récupération d’effets anti-cestrogéniques qui confirme 1’efficacité de la phase
de dépuration pour réduire le stress subit aprés une contamination métallique a faible
concentration.

Mots clés : Donax trunculus, Cadmium, Biomarqueurs de reprotoxicité, Ovaires, Hémolymphe,
Dépuration.
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Abstract

Abstract

Cd is a very toxic heavy metal whose presence has been detected in the Gulf of
Annaba. The research conducted during the realization of this thesis, aims to study under
laboratory conditions, the sublethal effects of cadmium (Cd) on the reproductive aspect of an
edible species and bioindicator of pollution, Donax trunculus (Mollusca, Bivalvia) ; and also
aims to assess the ability of this species to overcome the chemical stress induced by Cd, using
biochemical and cytological responses in Donax trunculus.

The studies were carried out in two phases : a first phase of acute exposure to Cd
lasting 96 h, followed by a second phase of depuration of the same duration. Considering the
periods of the sexual cycle : the period of sexual activity and the period of sexual rest. The
sampling was carried out at the beach of EIl Battah, a site far from the sources of pollution. The
samples were reared in the laboratory and physico-chemical parameters such as temperature,
pH, salinity and dissolved oxygen were measured. Cd chloride was added to the rearing water
at two sublethal concentrations (LC1o and LCgs) determined previously by Merad & Soltani
(2015).

Concerning the biochemical responses, our results showed that cadmium causes an
increase in the levels of vitellogenins and vitellines in D. trunculus with a concentration-effect
relationship. Moreover, it causes an induction in the number of protein fractions of vitellogenins
and vitellins ; these inductions vary according to time, concentration and period of the sexual
cycle.

Regarding the cytological responses, our results showed that cadmium could cause
ovarian follicle hypertrophy due to the increase in oocyte width and volume ; these responses
varied according to time and concentration ; on the other hand, no time or concentration effect
was observed for the number of oocytes and no histological lesions were revealed.

Regarding the depuration phase, the results of our study revealed a progressive reduction in the
levels of VVtg and Vn followed by a decrease in the number of protein fractions; this reduction
varies according to time, concentration and period of the sexual cycle.

All the results confirm that cadmium has the character of a metallo-estrogen for D.
trunculus, it could act on its endocrine system by inducing the synthesis of Vtg and Vn, and
could also modify the expression of the electrophoretic profiles of the latter. Moreover, it could
induce changes in the morphometry of ovarian follicles and oocytes of D.trunculus, which are
probably related to the increase of VVn contents in the oocyte. On the other hand, the influence
of the sexual cycle on the biomarker of reprotoxicity Vtg is due to vitellogenesis and the
resumption of gonadal activity. On the other hand, this species revealed a rather important
restoration potential with a possible recovery of anti-estrogenic effects which confirms the
effectiveness of the depuration phase to reduce the stress undergone after a metallic
contamination at low concentration.

Key words : Donax trunculus, Cadmium, Biomarkers of reprotoxicity, Ovaries, Hemolymph,
Depuration.
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ABSTRACT

This work aims to evaluate the impact of cadmium on the vitellogenesis of Donax trunculus

Linnaeus, 1758 an edible Mollusk species, by carrying out a histological study in which the
morphometric parameters of the oocytes were measured, and by using vitellogenin (Vtg) and
vitellin (Vn) as biomarkers of reprotoxicity. Clams were collected from a clean site (El-Battah)
during the period of morphological maturity and reared under laboratory conditions. Cadmium
chloride was added to the rearing water at two sublethal concentrations (LC10 and LC25-96h)
previously determined. Two-way ANOVA revealed significant effects of Cd concentrations and
exposure time on all studied parameters. The data obtained suggest that this metal can act as
endocrine-disrupting chemicals in Donax trunculus.
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INTRODUCTION

Heavy Metals, as elements, are not biodegrad-
able; although their chemical state may be altered
and form compounds of varying toxicity to aquatic
organisms, their toxicity varies according to envi-
ronmental conditions (George et al., 2013). Over
the last decades, contamination by metallic com-
pounds has become a subject of concern world-
wide; indeed, marine pollution related to heavy
metals raises many concerns for aquatic pop-
ulations and humans (Singh et al., 2021; Yap et
al., 2021).

The Algerian coastline, which extends for more
than 1200 km, is considered a coastal ecosystem
of great ecological importance. They are home to
various animal and plant species. Pollution of these
coastal areas by various chemical substances can
have serious consequences on the ecological bal-
ance (Houma et al., 2011). Previous works have
shown that the gulf of Annaba is affected by var-

ious heavy metals (Abdennour et al., 2000; Rabei
etal., 2018 ; Amira et al., 2018). Indeed, cadmium
was particularly detected in sediments and tissues
of an abundant edible species Donax trunculus
Linnaeus, 1758 (Mollusca Bivalvia Donacidae),
in the bay of Annaba (Beldi et al., 2006; Drif et
al., 2010; Amira et al., 2018). This species has
been used as a bioindicator of marine coastal
waters’ quality due to their sedentary and sessile
lifestyles. As filter feeders, their tissues tend to
bio-accumulate many contaminants at higher levels
(Hamdani et al., 2020; Boukari et al., 2021).

For many years, cadmium (Cd) has been con-
sidered one of the most dangerous toxic heavy
metals (Jarup, 2003; Xie et al., 2014) because of
its intrinsic ionic similarity to calcium. Indeed,
marine bivalves can accidentally take up cadmium
and pass it into their cells through calcium channels
(Vercauteren & Blust, 1999; Shi et al., 2018). It
can cause a series of biochemical and physiological
dysfunctions both in humans and laboratory ani-
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mals (Santovito et al., 2015; Senthamilselvan et al.,
2016 ; Silva et al., 2017), such as the depletion of
energy reserves (Merad & Soltani, 2017), oxygen
consumption increase (Chandurvelan et al., 2017)
and damage to DNA (Michel & Vincent-Hubert,
2015). Likewise, cadmium can have an endocrine-
disrupting power. The correlations between the in-
volvement of cadmium in the dysfunction of energy
status and endocrine disruption may interfere with
the reproduction of bivalves (Ketata et al., 2007,
Baudrimont et al., 2019).

Histological study of gonad through morpho-
metric measurements of oocytes can be considered
good biomarkers for evaluating environmental en-
docrine disruption; while vitellogenin and vitellin
are widely accepted as biomarkers to assess estro-
genic disruption in aquatic environments (Blaise
et al., 2003; Matozzo et al., 2008). In benthic bi-
valve molluscs, the vitellogenin (Vtg) is a glycoli-
pophosphoprotein synthesized by the digestive
gland and secreted in the hemolymph. It is trans-
ported to the ovaries or accumulates in the oocytes
in growth (Vitellogenesis) by a connection with
specific receptors associated with endocytose ves-
icles; this protein is the precursor of vitellins re-
serves (Vn) (Wahli et al., 1981; Denslow et al.,
1999; Jubeaux, 2015). Besides, vitellin is a glyco-
lipoprotein of egg necessary to develop the future
embryo (Robinson, 2002).

The synthesis of the precursor of Vn was shown
as being controlled by the oestrogens in fresh water
and sea bivalves (Blaise et al., 1999; Blaise et al.,
2003; Quinn et al., 2004; Marin and Matozzo,
2004). This study aims to assess the sub-lethal ef-
fects of cadmium (LC,; and LC,,-96h) on morpho-
metric measurements of oocytes of D. trunculus
using histological analysis and on the level of vi-
tellogenin and vitellin in hemolymph‘s and gonad’s
of D. trunculus, respectively.

MATERIAL AND METHODS
Samples collection and treatment

Specimens of adult D. trunculus were collected
from El Battah beach (36° 50° N - 7° 50’ E) in
March 2018, where the majority of individuals were
then in the stage of morphological ripe (Hamdani
et al., 2020). El-Battah beach was chosen as a sam-
pling site because of its remoteness from anthropo-
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Figure 1. Localisation of sampling site: El Battah beach

genic activity, its important hyrodynamic exposure,
and the species’ abundance (Fig. 1) (Rabei et al.,
2018; Boukari et al., 2021). Animals were trans-
ported in cold boxes to the laboratory, and D.trun-
culus females were separated by macroscopic in-
spection according to the gonads colour: dark blue.
Clams were acclimatized for 48h before exposure
to cadmium chloride (Belabed & Soltani, 2013).
The water was constantly aerated during all the ex-
periments, and a 12h light/dark cycle was main-
tained. The physico-chemical parameters of sea-
water were as follows: temperature: 16.65 = 0.49
°C; salinity: 33.50 + 0.87 g/L; pH: 8.09 £ 0.037;
dissolved oxygen: 7.91 + 0.37 mg/L. D. trunculus
were fed daily with a commercial food mixture
(Marine Invertebrate Diet Carolina Ltd., NC, USA)
and were exposed to cadmium chloride (CdCl2),
according to 96h-LC,  (0.94mg /L) and 96h-LC,,
(1.60mg /L) as previously determined by Merad &
Soltani (2015). The acute toxicity was measured
for 96h.

Histological procedures

The histological procedure was performed ac-
cording to Gabe (1968). In brief, gonads were fixed
in alcoholic Bouin’s solution for 24-48 h. Then,
tissues were carried out in alcohol baths of increas-
ing concentration, as follows: 70%, 80%, 90% and
95%. Tissues were embedded in paraffin wax at 60
°C. After setting in a block, in plastic cassettes, the
microtome cuts the blocks to a thickness of 5 pm.
Sections were stained with hematoxylin and eosin,
mounted in Canada balsam. Slides were blindly ex-
amined usinga Leica microscope (DM500)
equipped with a Leica camera (ICC50 HD). The
morphometric parameters, such as length (L) and
width (1), were measured with a rule associated
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with a Leica camera and were expressed in pm.
The volume was calculated according to the fol-
lowing formula (Lumbreas et al., 1991) and was
expressed in mm?as follows: V= 47/ 3(L/2) (1/2).

Vitellogenin and vitellin determination

The Vtg and Vn levels were made on hemo-
lymph and gonads of D. trunculus, respectively.
The extraction was performed using a Tris buffer
(0.5 M; pH 7.4) following the procedure of Fabre
et al. (1990). Samples were homogenized by ultra-
sound and then centrifuged (5,000 g for 10 min).
Three distinct layers were separated in hemolym-
phand gonads samples, and the intermediate layer
containing the Vtg and Vn respectively was re-
moved and stored at 20°C until analysis. The level-
sofvitellogenin and vitellin were made according
to Bradford (1976) using Coomassie brilliant blue
G-250 (CBB) as a reagent and bovine serum albu-
min (BSA) as standard (Sigma). The absorbance
was read at a wavelength of 595 nm.

Data analysis

Statistical analyses were performed using Prism
version 7 for Windows (GraphPad software, La
Jolla, CA, USA, www.Graphpad.com). Data are
expressed as mean + standard deviation (mean +
SD) with a statistical significance level of p < 0.05.
A two-way analysis of variance (ANOVA), followed
by Tukey’s post-hoc test, was used to evaluate dif-
ferences between the control and treated series.
Pearson correlation-test determined the correlations
between all parameters studied.

RESULTS

Sublethal effects of cadmium on morphometric
measurements of oocytes

The impact of sub-lethal concentration of Cd on
the morphometric measurements of oocytes was rep-
resented in Figs. 2—4 and Figs. 5-9. There was no
significant difference between the morphometric
measurements of oocytes recorded during the ex-
perimental period in the control series. However,
the treated series presented a significant difference
compared to the control series during the experi-
mental period. As shown in Fig. 2, the treated series
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indicated a significant decrease in oocyte length
compared to the control series. Furthermore, oocyte
length differed significantly between the control and
LC,,. treated series at 48h and 96h (p = 0.001), and
between the control and LC,,_treated series at 48h
(p=0.001) and 96h (p = 0.000). A two-way ANOVA
revealed significant effect of concentrations (F,,, =
311.9; p < 0.0001) and exposure time (F,,, = 293;
p<0.001) and a significant effect of time X treatment
interaction (F,, = 81.71; p = 0.0001).

Figures 3 and 4 show that a significant increase
of oocyte width and volume as compared to the
control series. Indeed, the oocyte width differed
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Figures 2—4. Effects of cadmium on morphometric measure-
ments of oocytes in D.trunculus. Fig. 2: effect of Cd on the
length of oocytes. Fig. 3: effect of Cd on the width of oo-
cytes. Fig. 4: effect of Cd on the volume of oocyte) (mean +
SD; n =5). Asterisks above treated series indicated signifi-
cant difference with controls of the same time (*: significant
difference at p < 0.05; **: significant difference at p <0.01;
**%: significant difference at p < 0.001.
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Figures 5-9. Histological sections of the ovaries of Donax trunculus in sexual maturity (Gx40). Fig. 5: 0j; Control.
Fig. 6: CL10(48h). Fig. 7: CL10(96h). Fig. 8: CL25(48h). Fig. 9: CL25(96h). N: Nucleus; MO: Mature oocyte; Vn: vitellin.
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significantly between the control series and the
LC,, treated series at 48h and 96h (p = 0.001), and
between the control series and the LC,.-treated
series at 48h (p = 0.001) and 96h (p = 0.000). A
two-way ANOVA recorded a significant effect of
concentrations (F,, = 216.1; p < 0.0001) and ex-
posure time (F,, = 161.1; p< 0.001) and a signifi-
cant effect of time x treatment interaction (F,, =
59.04; p =0.0001). In addition, the oocyte volume
diverged significantly between the control and LC, -
treated series 48h (p=0.001) and 96h (p = 0.001),
and between the control and LC -treated series 48h
and 96h (p = 0.000). This result was confirmed by
two-way ANOVA where significant effects of con-
centrations (F,, = 47.41; p<0.0001) and exposure
time (F,, = 30.4; p < 0.001) and time x treatment
interaction (F,, = 12.14; p = 0.0001) were observed.
Sublethal effects of cadmium on vitellogenin
and vitellin levels

The sublethal effects of Cd on the levels of Vtg
and Vn varied as function time and concentration.
Like morphometric parameters on the control series,
no differences between the values of Vtg and Vn
levels were noted during the experimental period.
Nevertheless, the treated series presented a signifi-
cant increase in Vtg and Vn levels compared to the
control series (Figs. 10, 11). Also, Vtg levels were
significantly different between control and LC,,
treated series 48h and 96h (p = 0.001), and between
control and LC -treated series 48h (p = 0.001) and
96h (p = 0.000) (Fig. 10). A two way ANOVA-
showed a significant effects of concentrations (F, , =
5874; p <0.0001) and exposure time (F, ;. = 5450;
p<0.001) and significant effect of time x treatment
interaction (F, , = 15.33; p = 0.001). Likewise, Vn
levels were found to differ significantly between
the control and LC, -treated series at 48h and 96h
(p = 0.0001) and between the control and LC,,-
treated series at 48h (p = 0.0001) and 96h (0.0001)
(Fig. 11). A two-way ANOVA revealed a significant
effect of concentrations (F,, = 3271; p < 0.001)
and exposure time (F,, = 3758; p < 0.001) and a
significant time x treatment interaction (F
949.4; p <0.001).
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Correlation tests

The Pearson correlation tests between all pa-
rameters studies in D. trunculus are displayed in
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Figures 10, 11. Sublethal effect of cadmium on vitellogenin
and vitellin levels in D. trunculus. Fig. 10: effect of Cd on
vitellogenin levels (ul/ml of hemolymph). Fig. 11: effect of
Cd on vitellin levels (ng/mg of fresh tissue) (m + SD; n =
5). Asterisks above treated series indicated significant dif-
ference with controls of the same time (*: significant differ-
ence at p < 0.05; **: significant difference at p <0.01; ***:
significant difference at p < 0.001.

Table 1. The results showed a highly significant
(p= 0.001) negative correlation between levels of
Vtg and length of the oocyte, levels of Vn and
length of the oocyte, length and width of the oocyte,
length and volume of the oocyte. A highly signifi-
cant (p=0,001) positive correlation was revealed
between levels of Vtg and Vn, Vn and width of the
oocyte, Vn and volume of the oocyte,Vtg and width
of the oocyte, Vtg and volume of the oocyte, width
and volume of the oocyte.

DISCUSSION

Several reproductive processes can be targeted
by contaminants that will alter both hormonal ac-
tions and reproductive physiology (Gagné et al.,
2002; Baudrimont et al., 2020). Indeed, the struc-
tural and functional disruptions caused by pollutants
and their metabolites lead to physiological and be-
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Parameters R P
Length — width -0.956 0.001
Length — volume -0.834 0.001
Width — volume 0.940 0.001
Vitellogenin — length -0.985 0.001
Vitellogenin — width 0.977 0.001
Vitelogenin — volume 0.896 0.001
Vitellin — vitellogenin 0.959 0.001
Vitellin — length -0.960 0.001
Vitellin — width 0.910 0.001
Vitellin — volume 0.803 0.001

Table 1. Pearson correlation tests between all parameters stu-
died in D. trunculus (R = coefficient of correlation; P = signi-
ficance level).

havioural performance changes, including steroi-
dogenesis and vitellogenesis (Benelli et al., 2001;
Arab et al., 2004; Ortiz-Zarragoitia & Cajaraville,
2005; Zheng et al., 2010; Paschoalini et al., 2019).

In the present study, the results indicate a sig-
nificant increase in oocyte width and volume, and
a significant decrease of the length of oocytes in D.
trunculus treated series compared to the controls
series at two sublets concentration. This could be
explained by the increase of Vn levels in oocytes,
as reported in oysters (Fabiola et al., 2009), which
shows that the increase in Vtg concentrations is
synchronized with oocyte surface area and diameter.
In addition, several studies on bivalves and inver-
tebrate species have reported a positive correlation
between Vtg, Vn concentrations and oocyte diam-
eter (Vazquez-Boucard 1990; Quinitio & Millamena
1992; Li et al., 1998).

Concerning the Vtg and Vn levels, it has been
reported that the estrogens factor regulates the syn-
thesis of Vtg in marine bivalves (Quinn et al., 2004).
The results show a significant increase in Vtg and
Vn levels in D. trunculus treated series compared
to controls series at two test concentrations and dur-
ing the exposure periods. These results confirm our
histological studies and could explain that some en-
docrine disruptors such as metals can bind to es-
trogen receptors and induce agonistic responses to
estrogen. These xenoestrogens have been called
metalloestrogens (Quinn et al., 2004; Darbre, 2006;
Paschoalini et al., 2019). These results are in good
agreement with previous studies on bivalves such
as Mytilus edulis following in vivo injection of

NAWEL KHEROUFI ET ALII

nonylphenol (Blaise et al., 1999) and after exposure
to acute toxicity of copper (Cu) (Zorita et al., 2006),
and FElliptio complanata after in vivo injection of
nonylphenol (Gagné et al., 2001). E. complanata
transplanted in highly contaminated municipal ef-
fluents (Blaise et al., 2003). Dreissena polymorpha
after exposure to effluents, suggesting an endocrine
disruption (Quinn et al., 2004), Argopecten gibbus
after a semisubmerged municipal dump (Quinn et
al., 2005). Similar results have been observed in
other marine invertebrates such as Asteria rubens
(Schoenmakers et al., 1981) and the crustacean Ba-
lanus amphitrite (Billingurst et al., 2000).

CONCLUSIONS

The present study confirms the metalloestro-
genic character of Cd for Donax trunculus by an
endocrine disruption reflected by an increase of
morphometric parameters of oocytes, exception the
length and the levels of vitellogenin and vitellin.
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